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RESUMO

Escherichia coli faz parte da microbiota intestinal de animais de sangue quente e inclui tanto
microrganismos comensais como patogénicos. A contaminagdo de corpos d’agua por esses
patogenos, provenientes de efluentes domeésticos ou reservatérios animais, representa um
risco para a salude humana, especialmente, apds a ocorréncia de eventos hidrolégicos. O
estudo investigou o potencial de viruléncia de isolados de E. coli provenientes de aguas
superficiais de areas de risco de inundacdo no municipio de Sdo Gongalo. A coleta foi
realizada 19/10/2017 a 17/04/2018 em 30 pontos georreferenciados em areas de Alto Risco
(R1) e Baixo Risco (R2) de Inundacdo. Pardmetros ambientais como infraestrutura sanitéria,
relevo, ocupagdo humana e animais em peridomicilio foram observados. O estudo isolou 167
amostras bacterianas sendo E. coli potencialmente diarreiogénica detectada nas areas R1
(21%) e R2 (31%) e caracterizadas nos patotipos EAEC, STEC e ETEC com 0s genotipos:
astA (19%, 31/167), astAlpic(1%, 2/167), pic, aggR, aggR/astA/pic, aggR/astA/escV,
estla/astA, stx2/astA e aggR/astA(0,6%, 1/167 cada). A filogrupagem baseada nos marcadores
arpA, chuA, yjaA, TspE4.C2, trpA e arpA(E) caracterizou os isolados nos grupos A (44%,
74/167), B1 (40%, 66/167), B2 (11%, 19/167), F (2%, 4/167), D (1%, 2/167) e, C e E (0,6%,
1/167, cada). Em R1 os grupos A (44%, 51/116), B1 (38%, 45/116) foram os mais frequentes,
enquanto em R2 foram os grupos filogenéticos A (45%, 23/51), B1 (39%, 20/51) e B1 (12%,
6/51). Foram detectados os filotipos: A(--+---; +-+--------- ),BL(---+----++-
i T L e B = 3 e e R e i i e i it ok S
---+--),C(+-+-+-),D(-+----),E(++-+-+v)eF(-+---+,++---4). E. coli
potencialmente virulenta foi isolada, preferencialmente, na Bacia do Rio Alcantara (60%) e
nos bairros urbanos Colubandé (7%, 11/167) e Coelho (3%, 5/167). A analise da distribuicao
espacial dos isolados potencialmente virulentos revelou que caracteristicas geomorfoldgicas
do revelo contribuiram para a concentracdo desses microrganismos em pontos especificos. A
circulacdo de isolados de E. coli potencialmente virulentos para enteroinfecgdes e infeccoes
extraintestinais, em dareas urbanas e rurais, com registros recorrentes de inundacdes,
representa um risco para a saude humana. Concluimos que a populagdo do municipio de Séo
Gongalo estd exposta a contaminacdo por E. coli virulenta, independente do risco de
ocorréncia de eventos de inundacdo. Esses resultados alertam para uma vigilancia ambiental
mais efetiva, especialmente, se considerarmos 0s parametros geograficos e ambientais

observados, que sdo favoraveis ao ciclo e a preservagdo do patdégeno no ambiente.

Palavras-chave: Escherichia coli, viruléncia, espacializagdo, ambiente



ABSTRACT

Escherichia coli is part of the intestinal microbiota of warm-blooded animals and includes
both commensal and pathogenic microorganisms. Contamination of water bodies by these
pathogens from domestic effluents or animal reservoirs represents a risk to human health,
especially after the occurrence of hydrological events. The study investigated the virulence
potential of E. coli isolates from surface waters of spatial flooded areas in the municipality of
S&o Gongalo.The collection was carried out from October 19™ , 2017 to April 17™ 2018 in 30
georeferenced points in areas of High Risk (R1) of flood and of Low Risk (R2).
Environmental parameters such as sanitary infrastructure, relief, human occupation and
animals in peridomicile were observed. A total of 167 bacterial samples were detected, with
potentially diarrheogenic E. coli isolates were detected in the R1 (21%) and R2 (31%) areas
and characterized as EAEC, STEC and ETEC, exhibiting the genotypes astA (19%, 31/167),
astA/pic (1%, 2/167), pic, aggR, aggR /astA / pic, aggR/astAlescV, estL/astA, stx2/astA and
aggR/astA (0.6%, 1/167 each). The phylogeny based on the markers arpA, chuA, yjaA,
TspE4.C2, trpA and arpA (E) characterized the isolates in groups A (44%, 74/167), B1 (40%,
66/167), B2 (11% , 19/167), F (2%, 4/167), D (1%, 2/167), and C and E (0.6%, 1/167, each).
In groups R1 (44%, 51/116), B1 (38%, 45/116) were the most frequent, whereas in R2 the
phylogenetic groups A (45%, 23/51), B1 (39% 20/51) and B1 (12%, 6/51). The phylogotypes
were detected: A(--+---+-+-------- ),Bl(---+---++--+++-B2---+-+---
++++---F - +(+-+-+-),D(-+---),E(++-+-+)and F (- + - ). Potentially
virulent E. coli was preferentially isolated from the Alcéntara River Basin (60%) and
Colubandé (7%, 11/167) and Coelho neighborhoods (3%, 5/167). The spatial distribution of
potentially virulent isolates revealed that the geomorphological characteristics of the relief
contributed to the concentration of these microorganisms at specific points. Circulation of
virulent E. coli isolates of enteroinfections and extraintestinal infections, in urban and rural
areas, with recurrent flood records, represents a risk to human health. We conclude that the
human population of the S& Goncalo municipality, is exposed to virulent E. coli
contamination regardless the risk of flood events. These results alert to a more effective
environmental surveillance, especially considering the geographical and environmental

parameters that favor the cycle and the preservation of the pathogen in the environment.

Keywords: Escherichia coli, virulence, spatialization, environment
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1. Introdugéo

A extensa ocupacdo em virtude do crescimento populacional de cidades brasileiras tem
causado importantes impactos ambientais, como a contaminacdo de ambientes aquaticos,
sobretudo de corregos e rios, devido a exposi¢do inadequada de poluentes organicos. Dentre
esses, a poluigdo microbiana destaca-se por representar um grande problema de salde publica
em todo o mundo (Chandran & Mazumder, 2015). A contaminacdo proveniente de esgoto
doméstico compromete a utilizacdo da agua para destinacbes mais exigentes como o
abastecimento de &gua potavel e a balneabilidade, além de oferecer risco a populacdo ja que
nestes corpos d’agua a presenca de fezes pode viabilizar a circulagdo de microrganismos que
podem causar infeccbes e persistirem no ambiente (Plano de Contigéncia, 2014). As
modificagdes ambientais por conta da degradacdo de ecossistemas aquaticos podem oferecer
condicBes propicias para estes microrganismos se adaptarem (Ximenes, 2012). Além da
contaminagdo dos corpos d’agua muitas cidades brasileiras sofrem com a ocupagao irregular
de areas susceptiveis assim como intervencdes inadequadas que podem oferecer impacto a
incolumidade de seus habitantes (Plano de Contingéncia, 2014). As consequéncias
decorrentes de inundacGes, enchentes e alagamentos geralmente sdo inlmeras e estdo
associados a corpos d’agua. Em um cenario de degradacdo de cérregos e rios, além dos danos
diretos por conta das ocorréncias de afogamentos, traumas e perdas materiais, as vitimas
também podem ser expostas a agentes infecciosos (Ximenes, 2012).

Diversos sdo 0s microorganismos que podem ser veiculados pela agua contaminada
por dejetos, principalmente, a partir do esgoto ndo tratado. Dentre 0s microrganismos
potencialmente patogénicos, a espécie bacteriana Escherichia coli destaca-se pelo seu impacto
nas taxas de morbidade e mortalidade de seres humanos, principalmente, em regides tropicais
em desenvolvimento. As distintas linhagens patogénicas carreadoras de propriedades
especificas de viruléncia podem desencadear infeccdes diversas, causando desde quadros
assintomaticos até os sintomaticos com amplo espectro clinico, inclusive, levando a morte.
Estudos sobre a ocorréncia de E. coli em areas de risco de inundacdo podem contribuir para o
esclarecimento sobre os apectos da ecologia desses patdgenos nesse contexto ambiental,
incluindo o conhecimento sobre a sua circulagédo e seus potenciais reservatorios.

Apesar dos investimentos significativos na prevengdo da doenca diarreica, a diarreia
continua sendo uma das principais causas de morbimortalidade, especialmente, em menores
de cinco anos. Segundo o Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2016) a diarreia

mata 2.195 criancas todos os dias. Entre as mortes, mais de trés quartos ocorrem
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principalmente em paises pobres e menos desenvolvidos do mundo. Cerca de 88% das mortes
associadas a diarreia sdo atribuiveis a falta de 4gua potavel, saneamento inadequado e higiene
insuficiente. (Bako, 2017; CDC, 2016; UNICEF, 2012)

2. Aspectos tedricos que fundamentam a pesquisa

2.1 A espécie bacteriana: Escherichia coli

O nome da espécie se deve ao pediatra alem&o Theodor Escherich. Escherichia coli é
um bacilo Gram-negativo anaerébio facultativo, classificado como um membro da familia
Enterobacteriacae, dentro da Classe Gammaproteobacteria. Este procarionte esta entre as
espécies mais estudadas e apresenta crescimento rapido em condi¢fes 6timas replicando a
cada 20 minutos (Jang, 2017; Bako, 2017; Gomes, 2016; Tenaillon, 2016).

Escherichia coli € um grupo de bactérias normalmente encontrado na microbiota
intestinal de humanos e animais mantendo uma relacdo simbionte participando da digestéo e
sintese de certas vitaminas. Atualmente, cerca de 171 antigenos somaticos (O), 55 flagelares
(H) e capsulares (K) foram identificados e existem mais de 160 tipos soroldgicos de E. coli.
Esta espécie estd envolvida em infecgdes diversas incluindo as do trato urinario (ITU),
pneumonia adquirida no hospital (HAP), sépsis, de sitio cirdrgico (ISC), do trato
gastrointestinal, meningite e inflamacdo das meninges. (Sarowska, 2019; Coelho, 2018;
Gomes, 2016; Rebello, 2014; Kaper, 2004).

Representantes da espécie que albergam fatores de viruléncia sdo classificados em
tipos patogénicos ou patotipos. A codificacdo genética dessas caracteristicas pode ser
transferida horizontalmente por meio de elementos genéticos mdveis como plasmideos,
bacteriéfagos e ilhas de patogenicidade, contribuindo para a diversidade e a rdpida evolugdo
da espécie e o surgimento de novas variantes patogénicas. Além disso, essa espécie bacteriana
é frequentemente submetida a rearranjos geneticos, excisdes, transferéncias e aquisicoes de
DNA. Portanto, trata-se de uma espécie bacteriana versatil e diversa, que exibe uma enorme
plasticidade genética (Stali, 2017; Croxen, 2013; Schmidt, 2010; Croxen, 2010).

Essa elevada plasticidade da E. coli tem dificultado, em determinadas circunstancias,
a caracterizacdo do patotipo, pois alguns isolados combinam gendtipos de viruléncia de
diferentes patotipos (Torres, 2016).

Apesar da elevada variabilidade observada na espécie, estudos tem revelado a

conservacdo padrbes de viruléncia em subpopulacbes bacterianas definindo clones de
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viruléncia dentro da especie (Rebello, 2012; Torres, 2010). Considerando as caracteristicas
destes patdgenos como microrganismos circulantes em ambientes diversos e com elevada
capacidade de intercambio genético, deve ser destacado o seu importante papel na
disseminacéo de propriedades de viruléncia entre microrganismos que circulam amplamente

na natureza e em populagoes diversas (Van Elsas, 2011).

2.1.2 Escherichia coli (DEC, Diarrheagenic E. coli)

Os relatos iniciais que descreveram o termo E. coli diarreiogénica ou
enteropatogénica se referiam a isolados da espécie associados com surtos de diarreia em
criancas nas décadas de 1940-50 (Bray, 1945). Porém, estudos posteriores identificaram a
existéncia de isolados associados com casos de diarreia que exibiam mecanismos distintos de
infeccdo, 0 que permitiu a identificacdo e posterior classificacdo em diferentes grupos ou
enteropatotipos de acordo com seus mecanismos especificos de enteroviruléncia (Torres,
2017; Gomes, 2016; Croxen, 2013). Esses diferentes grupos ou patotipos intestinais estdo
associados com perfis clinicos e epidemioldgicos particulares. Sendo assim, a categorizacdo
de E. coli diarreiogénica tem sido realizada, basicamente, por meio da presenca de
marcadores especificos associados com a enteroviruléncia deste microrganismo (Torres,
2017; Williams , 2010).

Atualmente séo reconhecidos, pelo menos, seis patotipos ou categorias diarreiogénicas
de E. coli: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
produtora de Toxina Shiga (STEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), e E. coli que exibe de aderéncia difusa (DAEC). Variantes genéticas dentro desses
patotipos caracterizam linhagens atipicas, 0s quais exibem padrdes diferenciados ou
incompletos de viruléncia (Coelho, 2018; Gomes, 2016).

Além disso, existem outros potenciais grupos patogénicos na espécie como, por
exemplo, cell detaching E. coli (CDEC), necrotoxigenic E. coli (NTEC) e adherent invasive
E. coli (AIEC) que requerem estudos mais detalhados para 0 seu reconhecimento como um
enterotipo (Croxen, 2010).

Cada um desses patotipos representam microrganismos que compartilham fatores
especificos de viruléncia. No entanto, deve-se ressaltar que a plasticidade do genoma da E.
coli tem dificultado a identificacdo de alguns isolados em patotipos cléssicos, pois alguns
isolados combinam caracteristicas principais de viruléncia de mais de um patotipo e sao,

portanto, consideradas cepas hibridas potencialmente mais virulentas (Gomes, 2016). Os
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fatores de enteropatogenicidade em E. coli incluem, principalmente, a producdo de toxinas e
de adesinas diversas que tem capacidade de proporcionar aderéncia e colonizagdo bacteriana
em superficies diversas (Coelho, 2018; Vila, 2016; Torres, 2016, 2010; Riley, 2014; Kaper,
2004). Abaixo estdo apresentadas as caracteristicas gerais dos principais patotipos

diarreiogénicos da espécie:

2.1.2.1 E. coli enteropatogénica (EPEC)

Os primeiros estudos epidemioldgicos que correlacionaram E. coli com a diarreia
humana foram observados nas décadas de 1920 e 1930. Entretanto, sua patogenicidade s¢ foi
comprovada cientificamente na Inglaterra em 1945 (Bray, 1945). Neste ano o pediatra John
Bray observou que isolados de E. coli estavam associadas com a diarreia infantil. Entretanto,
0 seu potencial patogénico s6 foi amplamente aceito em 1978 apds estudos realizados por
Myron Levine e colaboradores utilizando voluntarios em protocolos experimentais®**>*824
(Gomes, 2016; Gomes 2008; Schmidt, 2010; Kaper, 2005; Kaper, 2004; Bray 1945). O termo
E. coli enteropatogénico (EPEC) foi usado pela primeira vez em 1995 por Neter et al, e se
referia a isolados da espécie associados com surtos de diarréia infantil em 1940 e 1950.

EPEC ¢ atualmente subdividida nos subgrupos tipica e atipica. EPEC tipica (tEPEC) é
a classificacdo dada para as EPECs que carreiam o plasmideo do fator de aderéncia (EAF)
onde esta localizado o operon que codifica uma fimbria do tipo 1V, o BFP (Bundle forming
pilus) responsavel por mediar & aderéncia interbacteriana e a superficie da célula epitelial. J&
as EPECs atipicas sdo destituidas do plasmideo EAF e, portanto, ndo expressam BFP
funcional. A EPEC tipica (tEPEC) expressa o padrdo de adesédo localizada (AL) caracterizada
pela formacdo de microcol6nias compactas aderidas em regiGes da superficie celular. Em
contraste, as EPEC atipicas (aEPEC) expressam um padrédo similar ao AL, o padrdo de adesdo
localizada-like (AL-like) com microcolonias mais frouxamente aderidas em relacdo as EPEC
tipicas ou ainda apresentam padrbes distintos de aderéncia (Quadro 01) (Gomes, 2016;
Gomes, 2008; Girdo, 2006). Os determinantes genéticos codificadores dessas propriedades

sdo utilizados no diagnostico do patotipo (Quadro 01).
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Quadro 01. Principais caracteristicas de E. coli enteropatogénica tipica e atipica

Caracteristica do Patotipo EPEC EPEC tipica EPEC atipica
(tEPEC) (aEPEC)
Padréo de adeséao AL AL-like, AA, AD, NA
Plasmideo EAF (expressdo do BFP) presente ausente
Lesdo A/E sim sim
Regido LEE presente presente
Marcadores genéticos eae, EAF, bfpA eae
Reservatorio ser humano ser humano, animais

Fonte: Adaptado de Gomes & Trabulsi, 2008. Legenda. AL — Aderéncia localizada; AA — Aderéncia agregativa; AD —

Aderéncia difusa e NA — Ndo aderente

Um fendtipo caracteristico de EPEC € a capacidade de produzir lesdes AE (attaching
effacing) na superficie da microvilosidades intestinais. Este fendtipo é caracterizado pelo
achatamento dessas estruturas promovendo a aderéncia intima entre a bactéria e a superficie
da célula epitelial. Diretamente abaixo da bactéria aderida, no citoplasma da célula epitelial,
se concentram filamentos de actina, caracterizando uma regido eletrondensa e formando um
pedestal no local do contato bacteriano (Gomes, 2016; Nataro, 1998). Intimina é uma proteina
de 94-kDa codificada pelo gene eae e requerida para a aderéncia intima de EPEC nas células
hospedeiras nos sitios da lesdo AE (Gomes, 2016; Nataro, 1998).

A lesdo intima é mediada pela adesina intimina, codificada pelo gene eae (E. coli
attaching effacing) (Figura 01), e que € expressa na membrana externa desta bactéria,
promovendo uma ligagdo irreversivel entre a mesma e a membrana do enterécito. (Girdo,
2006; Nataro e Kaper, 1998). A bactéria intimamente aderida @ membrana da célula promove
alteracfes que eliminam as microvilosidades tipicas destas células exatamente no ponto de
contato bactéria-enterécito e causa modificacbes notaveis no citoesqueleto da célula
hospedeira. A actina polimerizada e acumulada logo abaixo da bactéria promove a formacéo
de uma estrutura como um pedestal ao redor do ponto de adesdo. Genes localizados em uma
ilha de patogenicidade (PAI) conhecida como LEE (Locus of enterocyte effacement) sé&o
responsaveis por codificar este fendtipo. LEE codifica um sistema de secrecéo tipo 111 (SSTT)
que transloca proteinas efetoras bacterianas para dentro do citoplasma da célula hospedeira.
Uma destas proteinas efetoras, conhecida como Tir (Translocated intimin receptor) € inserida
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na membrana da célula hospedeira e funciona como um receptor para a intimina (Kaper,
2004). Além de Tir, também s&o secretadas por EPEC através SSTT as proteinas conhecidas
pela sigla Esp (EPEC secreted proteins) (Gomes, 2016; Dean, 2009; Trabulsi, 2002).

A prevaléncia de infec¢bes por EPEC varia em funcédo das diferencas das populagdes
estudadas, distribuicdo etaria e métodos de anélise. A diarreia atribuida a tEPEC diminui com
0 avancar da idade, e as infec¢cbes em adultos raramente sdo relatadas (Torres, 2015). A
sintomatologia esta mais fortemente associada com a diarreia em criangas menores de um ano
de idade, pobres e centros urbanos. Embora sejam raros, surtos entre adultos estdo associados
a ingestdo de alimentos e agua contaminados principalmente entre viajantes. tEPEC é
raramente associado a animais e aEPEC ja foi associada a animais com diarreia e saudaveis.
EPEC pode ser detectada por sondas de DNA ou ensaios de PCR usando primers com alvo no
genes eae, stx e bfpA (Kolenda, 2015). EPEC atipica continua sendo frequentemente isolada
tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises industrializados (Torres, 2015). EPEC
ainda esta entre os patdgenos mais importantes associados com diarreia, entretanto em muitos

estudos aEPEC é encontrada entre individuos assintomaticos (Ochua, 2008).

Figura 01. EPEC AJE caracteristica observada no ileo ap6s inoculacéo oral de leitdes. A aparéncia de

umabactéria sobre um pedestal de membrana celular é bastante caracteristica

l&‘
Fonte: Nataro, 1998

A transmissdo de tEPEC ¢ pela via fecal-oral. Embora raros, surtos entre adultos
parecem ocorrer através da ingestdio de alimento e &gua contaminados; entretanto
reservatorios especificos ndo tem sido identificados (Kotloff, 2013; Nataro, 1998). Surtos de
EPEC tem sido reportados e mostram uma distribuicdo sazonal com picos durante 0s meses
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mais quentes (Behiry, 2011; Nataro, 2006). Humanos s&o o Unico reservatorio conhecido de
tEPEC, com criangas sintomaticas e assintomaticas e humanos assintométicos sendo esta a
mais provavel fonte (Gomes, 2016; Vieira, 2006; Nataro, 1998).

Em contraste a tEPEC, que raramente sdo encontradas em animais, muitas cepas de
aEPEC tem sido encontradas em animais diarreicos e saudaveis (Kolenda, 2015; Moura,
2009). O diagndtico molecular tém contribuido para revelar que animais domésticos e
selvagens sdo potenciais fontes de aEPEC para infecgdes humanas em diversas regides
(Gomes, 2016; Hu J, 2015; Hernandes, 2009; Moura, 2009). Por isso, embora a transmissao
direta de animais para humanos ndo tenha sido mostrada, é razodvel sugerir que alguns
aEPEC sdo potencialmente patdgenos zoon6ticos, com uma ampla variedade de animais
servindo como importantes reservatérios (Gomes, 2016; Hu J, 2015). Em adicdo, alimentos
incluindo carne crua, leite pausterizado e vegetais e agua tem sido implicados como veiculo
de aEPEC em infecgdes humanas (Gomes, 2016).

EPEC em macacos (MEPEC) ou cepas EPEC-like foram os Unicos grupos de
diarreiogénicos isolados de amostras no Brasil (Carvalho, 2003). O plasmideo EAF e o gene
bfA ndo tem sido detectado em EPEC de porcos, gado e coelhos mas em alguns isolados de
cdes. Pesquisas em gatos revelam a presenca de cepas de E. coli eae+, embora sejam
necessarios mais estudos, estes resultados sugerem que gatos podem ser um importante
reservatorio para EPEC habeis para causar diarreia humana (Trabulsi, 2002; Nataro, 1998).

Estudos tem demonstrado que humanos sdo o Unico reservatorio de tEPEC. Por outro
lado, embora tEPEC esteja desaparecendo como principal causa de diarreia entre criangas, uns
poucos sorotipos tem sido encontrados em alguns animais que convivem com humanos de
forma que esta observacdo ndo pode ser subestimada. As relacbes entre as cepas que vem
sendo estudadas contribuem para a epidemiologia de E. coli e descreve o papel das fontes de
infeccdo assim como 0s possiveis reservatorios e sobre infeccdes cruzadas (Pestana, 2010).
Em contraste com tEPEC, que raramente sdo encontrados em animais, muitas cepas de
aEPEC foram encontradas tanto em animais com diarreia como animais saudaveis (Torres,
2016; Gomes, 2016; Hernandes, 2009).

2.1.2.2 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) € uma das principais causas de diarreia
secretora. ETEC € muitas vezes referida como a causa da diarreia dos viajantes, alem de ser

uma das principais causas de diarreia em criancas de paises em desenvolvimento (Joffré,
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2016; Qadri, 2005). A descoberta das ETEC teve inicio em Calcutd no ano de 1956. Neste
ano, colaboradores inocularam amostras de E. coli isoladas de criangas e adultos com
sintomas similares aos do Cdlera nas alcas intestinais de coelhos e observaram uma grande
quantidade de fluidos acumulados nas alcas, resultado semelhante ao observado apds infeccao
por Vibrio cholerae. Em 1968, Sack reportou o isolamento de E. coli a partir de amostras de
fezes e do intestino de adultos e criangas com sintomas muito similares ao do Cdlera. Esses
resultados foram observados e confirmados por trabalhos posteriores utilizando voluntarios
humanos (Qadri, 2005).

ETEC sdo definidas como cepas de E. coli que produzem, pelo menos, um dos dois
grupos de enterotoxinas: ST (enterotoxina termoestavel) e LT (enterotoxina termolabil)
codificadas pelos genes st e It, respectivamente (Joffré, 2016; Singh, 2010; Levine, 1987). A
termolabilidade esta relacionada a perda de atividade toxica da enterotoxina ap0s aguecimento
a 100°C durante um periodo de 30 minutos, engquanto que a termoestabilidade representa a
manutencdo da sua atividade toxica nestas condi¢bes (Guth, 2008). O mecanismo de
patogenicidade das ETEC é caracterizado, resumidamente, pela colonizacdo da mucosa
intestinal e producdo de enterotoxinas, que ddo inicio a secre¢do intestinal (Kaper, 2004;
Guth, 2010). A colonizacdo é mediada por adesinas especificas como os fatores de
colonizagdo (CFs) que podem ser ndo-fimbriais, fimbriais, fibrilares ou helicoidais (Gomes,
2016; Croxen, 2010). Quanto as enterotoxinas as ETEC podem expressar somente a LT,
somente ST ou tanto ST quanto LT. As LT sdo uma classe de enterotoxinas intimamente
relacionadas em termos de estrutura e funcdo com a enterotoxina do colera (CT) (Kaper,
2004). Essas enterotoxinas provocam alteracbes nas concentragdes intracelulares de
nucleotideos levando a alteracdo do equilibrio hidrossalino que resulta na secrecdo de
eletrolitos e na reducéo de absorcdo de agua no intestino (Joffré, 2016; Guth, 2008).

A infeccdo por ETEC é causada pelo consumo ou uso de &gua ou alimentos
contaminados e tem curto periodo de incubacdo (14-50h) desencadeando um processo
diarreico aquoso agudo (semelhante ao causado por Vibrio cholerae) habitualmente sem
sangue, muco ou pus. Normalmente este processo infeccioso € autolimitante podendo levar,
em alguns casos, ao quadro de desidratacdo devido a perda excessiva de fluidos e eletrolitos.
Podem ocorrer, em algumas situacdes, vomitos e colicas abdominais (Joffré, 2016; Turner,
2006; Girdo, 2006). ETEC é reconhecida como enteropatdogeno de humanos em todo o
mundo, afetando principalmente criancgas, adultos viajantes que visitam paises onde infec¢des
por ETEC séo endémicas (WHO, 1999).
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Anualmente, infec¢Ges com diferentes cepas de ETEC causam um assombroso nimero
de episddios de diarreia, muito superior a 200 milhdes de casos e ocasionando
aproximadamente 75.000 mortes, principalmente, entre bebés e criancas pequenas de areas
tropicais com mas condi¢bes sanitarias. Dados epidemioldgicos colhidos em diferentes
momentos entre 1978 e 2007 demonstraram que a incidéncia de diarréia induzida por ETEC
varia de 3,5 a 20,64% (Gomes, 2016; Franzolin, 2005; Regua-Mangia, 2004). Este patotipo é
caracterizado principalmente pelas enterotoxinas que produz e atualmente o diagnostico
depende da identificacdo de genes que codificam as enterotoxinas LT e / ou ST. Uma ou
ambas as toxinas podem ser expressas por cepas ETEC (Gomes, 2016).

A presenca de ETEC em porcos foi avaliada de 1992 a 1997 (Parma, 2000) e o gene
STla foi detectado em cepas de E. coli isoladas de 21% de leitbes com diarréia e de LT em
3,1% dos porcos. Nenhum gene de toxina foi amplificado a partir de cepas de E. coli isoladas
de leitdes saudaveis ou de suas maes. O sorogrupo 064 parece ser um ETEC prevalente para
suinos na Argentina, enquanto € um sorogrupo incomum associado com E. coli ndo toxigénica
na Espanha (Garabal, 1996). Além disso, Kagambéga et al. (2012) descobriram que a variante
estlb foi mais prevalente nas fezes de bovinos, frangos e suinos. Pesquisadores peruanos que
analisaram amostras brasileiras de alimentos do mar encontraram uma incidéncia muito baixa
de cepas de ETEC (Ayulo, 1994). Em outro trabalho, 32 cepas de E. coli foram isoladas de
frutos do mar. Um total de 14 cepas produziu exotoxinas, das quais sete eram LT e as outras
sete ST (Torres, 2010; Teophilo, 2002).

2.1.2.3 E. coli enteroinvasora (EIEC)

E. coli enteroinvasora (EIEC) é um agente causador de disenteria em humanos,
especialmente, em paises em desenvolvimento. EIEC causa ceratoconjuntivite em porcos-da-
India experimentais e invade células do colon, causando uma infeccdo semelhante & causada
por Shigella sp. A primeira descri¢do da EIEC foi realizada por EWING e GRAWATTI em
1947. Os primeiros trabalhos enfatizando as caracteristicas bioquimicas particulares das
amostras EIEC foram apresentados, em 1967, por Trabulsi, no Brasil e por Sakazaki, no
Japdo. Na época, os isolados estudados foram positivos para o teste de Serény
(queratoconjuntivite de porquinhos-da-india) e as cepas apresentaram descarboxilacéo
negativa de lisina, fermentacdo tardia lactose e geralmente sem motilidade, exceto para
amostras do sorogrupo 0124 (Gomes, 2016; Formal, 1983; Trabulsi, 1969; Sakazaki, 1967).

EIEC possui caracteristicas bioquimicas, genéticas e patogénicas semelhantes a
Shigella, o que dificulta a identificacdo correta desse patotipo. Ambos compartilham fatores
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de viruléncia e testes bioquimicos. EIEC difere dos outros patotipos de E coli por ser uma
bactéria intracelular e por ndo possuir flagelos (Coxen, 2010). O modelo patogénico de acdo
de EIEC ainda esta por ser elucidado, entretanto estudos sugerem que o modelo de atuacao
deste microrganismo inclui: penetracdo da célula epitelial, lise do vactolo endocitico,
multiplicagdo intracelular, movimentagdo através do citoplasma, morte das células
hospedeiras e, por conseguinte, disseminacdo extracelular (Gomes, 2016; Kaper, 2004,
Nataro, 1998; Garcia, 1996).

Os genes necessarios para 0 processo de invasdo das EIEC sdo codificados em um
plasmideo de 140-MDa denominado plinv. O outro fator de viruléncia observado para este
patotipo é a producgdo de enterotoxina termolabil denominada ShET2, codificada por genes
cromossomais. A capacidade de invasdo e sobrevivéncia deste patotipo depende dos genes
contidos no plasmideo plnv, que contém todos o0s genes relacionados a invasdo,
consequentemente a perda deste plasmideo torna as cepas de EIEC avirulentas (Martinez,
2008; Kaper, 2004; Nataro, 1998).

Para caracterizar o patotipo do EIEC, é necessario pesquisar genes de viruléncia
plasmidial. Atualmente, a investigacdo do gene ipaH, um gene multi-cOpia (4-10) presente em
EIEC e Shigela, por PCR é recomendada, ou estudos de outras sequéncias de DNA sdo
necessarios, como o gene locus associado a invasao (ial) (Gomes, 2016; Escher, 2014).

As infeccBes intestinais causadas por EIEC sdo mais frequentes em criangas com mais
de dois anos de idade e no adulto. O reservatorio € o proprio homem e a transmissao ocorre
através da ingestdo de agua e alimentos contaminados (Gomes, 2016; Martinez, 2008). A
infeccdo por EIEC pode se manifestar sob a forma de diarreia aquosa, indistinguivel da
causada por ETEC. Em algumas pessoas é observada a evolucdo para o quadro de disenteria,
caracterizada por febre e colite. Os sintomas sdo urgéncia e tenesmo e as fezes contém
sangue, muco e numerosos leucdcitos (Koneman, 2008).

A incidéncia de E. coli enteroinvasiva foi estimada em varios paises e difere
dependendo da regido (Gomes, 2016). Discrepancias entre alguns dos relatos podem ser
observadas, provavelmente devido a dificuldade em discriminar entre Shigella e EIEC. Em
certos paises da América Latina e Asia, nomeadamente Chile, Tailandia, india e Brasil, o0s
isolados EIEC tem sido observado entre individuos assintométicos. Ocasionalmente,
alimentos e fontes de 4gua sao identificados como veiculos de infec¢do, mas geralmente como
contaminacgdo secundaria por uma fonte humana (Pasqua, 2017; Gomes, 2016; Tozzoli, 2014).

Em estudos de infec¢bes do saco vitelino, Rosario et al (2004) identificaram a ipaH,

tipica de cepas de E. coli enteroinvasivas (EIEC) com propriedades bioquimicas que néo
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correspondem aquelas descritas para o grupo EIEC. Invasdo de células HEp-2 com a
formagéo de pontes intercelulares ou protusdes tipo-filipoidais foram observadas em alguns
isolados, enquanto os sorotipos e a presenca de plasmideos ColV concordaram com a
classificacdo como cepas extraintestinais de E. coli. Os resultados sugeriram a existéncia de
complexos clonais especificos derivados de cepas EIEC adaptadas ao hospedeiro aviério.
(Torres, 2010; Rosario, 2004). Em 2012, Kagambeéga et al estudaram a prevaléncia de genes
de viruléncia diarreiogénica por Escherichia coli nas fezes de bovinos abatidos, frangos e
porcos em Burkina Faso e detectaram genes de viruléncia de E. coli enteroinvasora (EIEC)

em apenas 1% das amostras de fezes de galinha (Bako, 2017; Kagambéga, 2012).

2.1.2.4 E. coli produtora de Toxina Shiga (STEC)

Konowalchuk e colaboradores no ano de 1977 reportaram um processo diarreico com
uma caracteristica que distinguia as STEC de outras categorias patogénicas de E. coli: a
producdo de uma toxina com efeito citotoxico irreversivel em células Vero (células do rim do
macaco verde, africano), sendo esta, posteriormente, chamada de verotoxina (VT). Em 1982,
pesquisadores purificaram e caracterizaram a citotoxina produzida por um dos isolados de
Konowalchuk e descobriram uma similaridade estrutural e de atividade bioldgica com as
toxinas Shiga (Stx) produzidas por Shigella dysenteriae. Por isso essa categoria é conhecida
como E. coli produtoras de STX (STEC) ou E. coli produtoras de VT (VTEC) (Guth, 2008;
Paton, 1998).

A capacidade de produzir um ou mais citotoxinas da familia da toxina Shiga (STX)
(Melton-Celsa, 2014) constitui o principal atributo de viruléncia desse patotipo de E. coli. Sdo
capazes de causar infec¢Oes diarreicas leve, moderada e grave. 10 a 15% dos casos podem
evoluir para Sindrome Urémica Hemolitica (STEC-HUS) e desses, aproximadamente 20%
dos pacientes evoluem para complicagdes em sitios extra renais, comprometendo o sistema
neuroldgico (Gomes, 2016; Majowicz, 2014; Guth, 2010).

A toxina Shiga é o principal fator de viruléncia das STEC caracterizando, portanto, o
patotipo. Esta citotoxina constitui uma familia de citotoxinas estruturalmente relacionadas e
com atividades bioldgicas similares. Existem dois subgrupos da toxina Shiga, Stx1 que
representa um grupo mais homogéneo de toxinas praticamente idénticas a toxina Stx de S.
dysenteriae e Stx2 que apresenta diversas variantes e tem menos de 60% de homologia com a
toxina Stx de S. dysenteriae. A informacgdo genética para a producdo da toxina Shiga estd

alocada no genoma de um bacteriéfago lisogénico integrado ao cromossoma de STEC
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(Gomes, 2016; Croxen, 2010; Guth, 2008). Estudos epidemioldgicos tém associado a toxina
Stx2 a quadros mais graves em humanos (Elias, 2008).

A capacidade de aderir as células epiteliais intestinais é outro evento chave na
patogénese STEC. A presenca da ilha de patogenicidade cromossdmica LEE (Stevens, 2014),
também presente em isolados pertencentes ao patotipo EPEC, é comum. Embora o LEE tenha
sido descrito nos principais sorotipos STEC responsaveis por uma alta propor¢do de casos de
HC e HUS em varios paises, a sua presenca ndo é condi¢do necessaria para garantir a
severidade das infeccdes (Gomes, 2016; Bielaszewska, 2011; Paton, 1998). Portanto, é claro
que a patogénese STEC € um processo de varias etapas e além da producdo de toxinas Stx e a
lesdo AE, outros fatores incluindo diferentes tipos de toxinas e as adesinas foram descritas e
estdo envolvidas na viruléncia (Gomes, 2016).

As STEC/EHEC sao altamente infecciosas para seres humanos, estima-se que nos
surtos causados pelo patotipo O157:H7, menos de 100 células bacterianas ja sejam suficientes
para causar a infeccdo (Guth, 2008; Caprioli, 2005). A infeccdo por este patdgeno
normalmente € adquirida apos ingestdo de alimentos ou agua contaminados ou em alguns
casos, no contato préximo direto pessoa-a-pessoa (Capriloi, 2005). As manifestacdes clinicas
da doenca incluem um amplo espectro clinico podendo compreender desde quadros
assintomaticos, sintomaticos com diarreia branda, até casos mais graves evoluindo para a
colite hemorragica (CH), sindrome hemolitica urémica (SHU), puarpura trombocitopénica
trombotica (PTT), apendicite, cistite hemorragica e anormalidades neuroldgicas (Guth, 2008).
Para deteccdo do patotipo sdo utilizados como os alvos genéticos codificadores das toxinas
Stx1/2, que representam os fatores de maior viruléncia desta categoria de E.coli (Gomes,
2016).

A detecgéo de isolados que ndo sejam do sorotipo O157 tornou-se uma preocupagao
guando amplos surtos causados pelo sorotipo 0104:H4 foram reportados na Europa, que
causaram 4075 casos (incluindo 908 casos complicados de HUS) e 50 mortes em 16 paises
(CDC, 2013). Analises posteriores de isolados demonstram que a cepa deste surto carreava
genes caracteristicos de STEC e EAEC. O impacto dessa nova cepa hibrida STEC/EAEC na
doenca humana é uma area de investigagdo ativa, particularmente porque a combinacdo de
genes de viruléncia resultantes de um alto potencial de patogenicidade pode resultar em um
grande surto em todo o mundo (Torres, 2017).

A presenca de STEC no ambiente é fonte de preocupagdo, j& que eles podem
sobreviver no solo, esterco, pastos e agua, que representa importante veiculo de transmisséo.

Estudos realizados no estado do Parané isolaram STEC de amostras de agua de abastecimento
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em diferentes municipalidades indicando a importancia da agua na veicula¢do do patdgeno,
especialmente, as que sdo destinadas ao abastecimento ainda sem tratamento (Lascowski,
2013). A utilizacdo de restos de galinheiro € utilizado para fertilizar o solo na producdo de
legumes e frutas e a deteccdo de STEC em fertilizante organico usado em fazendas também
(Pufio, 2014) representa um potencial risco para a segurancga da satde publica (Gomes, 2016).

Considerando que pacientes HUS sdo consumidores de derivados bovinos, assim
como carne e leite, o gado foi extensivamente investigado por PCR como potencial
reservatorio de STEC no inicio dos anos 90. A distribuicdo de STEC no trato gastrointestinal
de uma grande variedade de animais indica o carater zoondtico de suas infeccBes. O papel de
diferentes espécies animais como portadores assintomaticos de STEC tem sido
extensivamente estudado nos ultimos anos no Brasil. Além do gado, que sdo seus
reservatorios naturais mais comuns (Gonzalez, 2016; Lascowski, 2012), a presenca destes
patégenos foi identificada nas fezes de bufalas leiteiros, ovelhas, 180.181 porcos e 182.183
aves, (Beraldo, 2014; Martins, 2015; Maluta, 2014; Borges, 2012; Martins, 2013; Gioia-Di
Chiacchio, 2016; Ribeiro, 2015).

Em 1997, o sorotipo O157:H7 foi isolado por Villa, na Argentina, embora esta
descoberta tenha sido publicada s6 apds este sorotipo ser isolado, em 1982, de pacientes com
colite hemorragica (Orskov, 1987; Riley, 1983) No Meéxico, carcacas bovinas foram
analisadas para STEC por cultura de enriquecimento seletivo e IMS-PCR, em que 5% destas
foram positivas para E. coli 0157 ndo movel e 2,7% para E. coli O155:H7 (Varela-
Hernandez, 2007).

No Brasil, o gado também é reconhecido ser carreador tipico de STEC (Leomil, 2005)
e assim como tem demonstrado ocorréncia de cepas distintas em ovelhas para diferentes
fazendas. STEC do sorotipo O5:H- sdo predominantemente isoladas de ovelhas e raramente
para gado demonstrando perfis genéticos entre espécies e sugerindo a existéncia de diferentes
populacdes clonais de O5:H-. Isto sugere que ovelhas sejam reservatorios de STEC para uma
limitada colecdo de sorotipos (Vettorato, 2003; Parma, 2000).

A presenca de STEC também foi pesquisada em porcos na regido central e no nordeste
argentino (Parma, 2000). Escherichia coli também esta presente na microbiota intestinal de
cdes e gatos, e envolve entre outras cepas do patotipo STEC (Broes, 1993). No Brasil cepas de
E. coli foram isoladas de cées e de todos os investigados houve a presenca de genes stx (stx1 e
stx2) por PCR (Paula, 2009).

Ndo ha muitos animais que albergam apenas cepas de STEC, a maioria deles

correspondem para STEC e ETEC com estes carreando, predominantemente, 0s genes stx2 e,
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stla, stb, Itl. Bezerros sdo com frequéncia severamente afetados por patotipos ETEC, mas a
doencas é raramente encontrada em bezerros acima de 1 ano. Bovinos adultos sdo conhecidos
como tipicos carreadores de STEC, embora haja algumas discrepancias na literatura, estes
animais ndo mostram sintomas de diarreia (Aidar-Ugrinovich, 2007; Leomil, 2005).

Também ha estudos em que cepas STEC (stx1, stx2, stx1l/stx2) foram isoladas de
animais autdctones como guanaco, lhama e vicunha assim como de animais exoéticos de
zoologicos. STEC foi isolada de guanacos na Cordilheira dos Andes em altitude de 4000
metros (Parma, 2004; Mercado, 2004).

Hale et al. (2012) estimaram que 14% das doencas de sete patdgenos zoonoéticos
comuns foram devido ao contato direto com animais de fazenda. Campylobacter foi
responsavel por ~42% dessas doencgas, seguido por Salmonella ndo tifoide (29%),
Cryptosporidium (26%), Escherichia coli ndo-0157 Shiga toxina (STEC) (2%), STEC 0157
(1%), Yersinia enterocolitica (<0,5%) e Listeria monocytogenes (<0,5%) (Hale et al., 2012).
Salmonella, Campylobacter e Cryptosporidium sdo responsaveis pela maioria das
hospitalizagcbes e mortes (Hale et al., 2012). Embora a transmissdo de infec¢bes por STEC
seja baixa em comparagdo com outros patdgenos zoondticos, € um problema significativo
devido a sua dose infecciosa muito pequena (tdo pequena quanto 10 células) e a gravidade da
doenca que pode se desenvolver, particularmente em criancgas jovens (Baker et al., 2016).

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) sdo patégenos zoondticos que
vivem no trato gastrintestinal de animais selvagens e gado sem causar doenca (Dias, 2019). O
gado foi reconhecido como o principal reservatorio de cepas STEC. No entanto, revisdes
sistematicas e meta-analises de literatura para investigar a prevaléncia de STEC em bovinos
no nivel global quanto a distribuicdo de sorogrupos e genes de viruléncia diferem
significativamente por regido geogréafica (Cap, 2018).

No Brasil, a variabilidade tem sido observada nas taxas de isolamento e sorotipos de
cepas de STEC bovino relatados. Analises comparativas mostram que as cepas pertencentes a
022: H8, 022: H16, 0113: H21, 0116: H21 e outros sorotipos foram comumente isolados de
bovinos de diferentes regides brasileiras (dos Santos, 2018; Gonzalez, 2016; Guth, 2010). Em
uma analise de 105 cepas STEC isoladas de 1562 amostras fecais positivas de bovinos
saudaveis no Rio de Janeiro, Gonzales et al. (2016), verificaram que O157: H7 foi o sorotipo
mais prevalente (12,4%), seguido por 0113: H21 (7%) e 08: H19 (6%). E interessante notar
que as infec¢cbes humanas por STEC no Brasil esteve ligado, principalmente, a casos de
diarreia e a estirpes ndo 0157 (Segura, 2018). A partir da analise da subtipagem stx o estudo

observou alta prevaléncia de stx2c entre os STECs bovinos e, particularmente, a presenca de
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stx2c como o unico gene que codifica 0 Stx em todos os STEC 0157 (Gonzalez, 2016). Os
autores sugeriram que o gendétipo predominante nas cepas O157: H7 do reservatério animal

poderia contribuir, pelo menos em parte, para a baixa ocorréncia de SHU no Brasil.

2.1.2.5 E. coli enteroagregativa (EAEC)

Estudos realizados na década de 80 revelaram que isolados de E. coli exibiam fenotipo
de aderéncia distinto das demais categorias diarreiogénicas. Este padrdo de aderéncia
encontrado foi mais profundamente estudado e caracterizado por Nataro e colaboradores, em
1987, em um estudo sobre a etiologia da diarreia infantil no Chile (Nataro, 1998; Elias, 2008).
A partir deste estudo os pesquisadores foram capazes de subdividir este padrdo de aderéncia
em duas categorias: agregativa e difusa. O padrdo de aderéncia agregativa (AA) €
caracterizado pela aderéncia das bactérias umas as outras e a superficie das células numa
configuragdo que lembra tijolos empilhados, formando agregados heterogéneos ou também
em forma de corddes ( Nataro & Kaper, 1998).

A deteccdo do fenotipo AA ainda é o teste padrdo ouro para caracterizar um isolado
como EAEC (Gomes, 2016). No entanto, o padrdo AA pode ser encontrado em cepas de
outros patotipos diarreiogénicos como aEPEC. O diagnéstico de EAEC consiste da deteccéo
do fendtipo AA e/ou dos genes codificadores dessa propriedade e da auséncia dos principais
marcadores genéticos que definem outros patotipos (EPEC, ETEC, EHEC, EIEC). Uma
excecdo para isso € o hibrido EAEC/STEC estirpe responsavel por um surto de diarréia e
HUS em 2011 ocorrido na Europa. Esta linhagem é do sorotipo 0104: H4 que adquiriu o fago
que codifica STX2. Portanto € um hibrido EAEC produtor de STX (Rasko, 2011).

EAEC é considerada um patdgeno entérico emergente responsavel por diarreia
persistente e desnutricdo em criancas e em pessoas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia
(HIV) em paises em desenvolvimento (Fang, 1995). E também reconhecida como a segunda
maior causa da “diarreia dos viajantes” (Huang, 2006). O quadro de diarreia persistente tem
sido associado com a desnutricdo e retardo no desenvolvimento fisico e intelectual. A
inflamacdo intestinal crénica, mesmo na auséncia de diarréia, atua reduzindo sua funcédo de
absorcéo e conduzindo a desnutricdo (Gomes, 2016; Fang, 1995).

Os potenciais fatores de viruléncia de EAEC sao diversos e incluem adesinas, toxinas
e proteinas secretadas (Miller, 2007; Sarantuya 2004). No entanto, nenhum desses fatores é
encontrado em todas as cepas de EAEC. Recentemente, uma divisdo de cepas de EAEC em

subgrupos tipicos ou atipicos foi proposta. Esta classificacdo é baseada na presenca ou
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auséncia do gene aggR, que codifica e regula outros genes de viruléncia de EAEC (Gomes,
2016; Tokuda, 2010; Muller, 2007; Czeczulim, 1999; Baudry, 1990).

Muitos fatores de viruléncia em potencial vém sendo identificados para EAEC
(Quadro 02), porém o mecanismo exato de patogénese ainda nédo é totalmente compreendido
(Huang, 2006). Sabe-se que algumas cepas de EAEC séo carreadoras do plasmideo pAA de
60-65 MDa que alberga genes necessarios ao fendtipo de aderéncia agregativa. Neste
plasmideo estdo localizados genes codificadores das toxinas EAST-1 e Pet, da dispersina,
genes codificadores das subunidades estruturais da fimbria de aderéncia agregativa aggA
(AAF/1), aafA (AAF/II) e agg-3 (AAF/III), shf, além do gene regulador global de genes de
viruléncia aggR. Os genes que codificam a proteina Pic, ShET1 (enterotoxina de Shigella
flexneri) e Irp2 sdo de localizagdo cromossdmica. A existéncia de fatores de viruléncia de
EAEC em ilhas de patogenicidade vem sendo estudada tendo sido identificadas trés ilhas até o
momento (Croxen, 2010; Elias, 2008; Weintraub, 2007).

Foi proposto um modelo de trés estdgios de sua patogénese (Croxen, 2010). No
primeiro estagio da infeccdo as bactérias aderem a mucosa intestinal e a camada de muco
através da fimbria de aderéncia agregativa (AAF) e fatores de aderéncia. No segundo estagio
as bactérias continuam se multiplicando na camada de muco e estimulam a sua hipersecrecéo
formando um biofilme bacteriano. Por fim, o terceiro estagio é caracterizado pela producdo de
toxinas e pelo desenvolvimento de processo inflamatério resultando em lesdes da mucosa
intestinal. Os danos causados nas microvilosidades e a presenca do biofilme bacteriano geram
a ma absorcdo de fluidos e solutos desencadeando a diarreia (Elias, 2008; Huang, 2006). A
diarreia causada por EAEC é normalmente aquosa, mas pode ser acompanhada em alguns
casos por sangue ou muco (Croxen, 2010).

Variantes patogénicas de E. coli causam morbidade e mortalidade em todo o mundo.
Muitos desses patotipos causam impacto relevante para a salde publica ja que muitos séo
agentes de doencas infecciosas e sdo transmitidos através de alimentos e 4gua. A gravidade da
E. coli patogénica é alertada por programas de vigilancia nacionais e internacionais dedicados
ao monitoramento do patdégeno. Na Figura 02 estd esquematizado de forma resumida o
modelo patogénico dos diferentes patotipos diarreiogénicos de E. coli.

Além das infeccOes intestinais a especie bacteriana também € agente causal de

infeccBes em sitios extraintestinais.
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Quadro 02. Caracteristicas de viruléncia descritos em EAEC.

Fator de Viruléncia Gene Descricéo do fator de viruléncia
Regulador global aggR Proteina reguladora dos genes de viruléncia
Fimbrias aggA AAF/1 e a hemaglutinacdo de eritrocitos
aafA AAF/11 responsavel pela mediacdo da aderéncia a mucosa
agg3 AAF/III
Enterotoxinas astA Toxina agregativa termoestavel (similar a ST de ETEC)
pet Proteina que funciona como enterotoxina termolabil e citotoxina
OMPs OMP Aderéncia de EAEC e a hemaglutinacao de eritrécitos
Transportador de dispersina aatA Proteina responsével pelo transporte da dispersina para fora da
membrana externa de EAEC
Proteinas de secrecdo aap Proteina responsavel pela dispersdo da EAEC através da mucosa
intestinal
pic Proteina com atividade de mucinase, resisténcia ao soro e de
hemaglutinacéo de eritrocitos
Yersiniabactina irp2 Sistema de captura de ferro por sider6foro

Fonte: Huang e colaboradores, 2006 (adaptado).

Figura 02. Esquema geral de patogenicidade descrito para os patotipos diarreiogénicos de E. coli (Coxer, 2013).
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2.2 E. coli Extraintestinal (EXPEC, extraintestinal, pathogenic E. coli)

Escherichia coli patogénica extraintestinal (EXPEC) tem uma estrutura filogenética
complexa, ampla gama fatores de viruléncia (VF) e consideravel plasticidade genética. O
grupo EXPEC inclui E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli associada a meningite neonatal
(NMEC), E. coli associada a sepse (SEPEC) e E. coli patogénica aviaria (APEC). E. coli
EXPEC tém muitos fatores associados & viruléncia incluindo adesinas, toxinas, fatores de
aquisicdo de ferro, lipopolissacarideos, capsulas de polissacarideo e invasinas que sdo
geralmente codificados em ilhas de patogenicidade (PAIs), plasmideos e outros elementos
genéticos moveis (Sarowska, 2019; Kohler, 2011; Tivendale, 2010). A infeccdo do trato
urindrio ¢ uma das doencas infecciosas mais comuns. Essas infec¢des sdo responsaveis
aproximadamente 40% de todas as infeccbes nosocomiais e 10-20% das infeccdes
hospitalares, das quais 81% ocorrem em mulheres entre 16 e 35 anos. Sintomas clinicos
associados com ITU (infeccdo do trato urindrio) pode ter um quadro clinico diferente,
variando de bacterilria assintomatica, varias infecgdes ascendentes (por exemplo, pielonefrite
aguda), até urosepsis grave (Conceicao, 2012). As cepas de E. coli sdo responsaveis por 75-
95% das cepas ITUs e para 40 a 50% das ITUs complicadas (Tan, 2016).

EXPEC sdo patogenos facultativos que fazem parte da microbiota intestinal de
humanos mas a sua presenca pode estar associada com algumas doencas infecciosas, como
ITUs, meningite neonatal (NMEC E. coli) e sepse (SEPEC E. coli), sendo a ITU a mais
prevalente. A maioria das UTIs é causada por um grupo altamente heterogéneo de EXPEC,
denominada E. coli uropatogénica (UPEC). APEC causando colibacilose em aves é
considerado ser um patotipo do EXPEC. A colibacilose parece ser uma doenga infecciosa
importante em aves, responsavel por perdas econémicas em granjas avicolas devido a alta
mortalidade e diminuicdo da producdo avicola (Sarowska, 2019; Kemmett, 2014). E. coli
uropatogénica tem muitos fatores de viruléncia, isto €, adesinas, toxinas (por exemplo alfa-
hemolisina, citotoxicafator necrosante 1, toxinas do autotransportador), sistemas de
ferro/hemaquecificacdo e transporte de ions de ferro. P, S e tipo 1 fimbriae é responsavel entre
outros, pela adesédo as células epiteliais dos intestinos, rins ou urina inferior e para estimular a
producdo de citocinas pelas células T (Sarowska, 2019).

Borzi e seus colegas mostraram que a galinha-d'angola (Numida meleagris) pode ser
um reservatorio de APEC resistente a antibidticos, o que é um risco potencial para a satde de
outras espécies, incluindo seres humanos (Borzi, 2018). Khan e colaboradores observaram
gue no grupo de cepas EXPEC isoladas de amostras de carne suina Hubei (China) até 85%
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pertencia ao grupo B2. Entre genes codificadores de fatores de viruléncia de superficie, os
genes mais prevalentes foram kpsMII (74,5%), fmH (70,4%) e papC (47,3%), enquanto entre
0s menos frequentemente detectados cepas foram do grupo D, a viruléncia mais difundida os
genes foram sfaS e focG (76,9%), fmH (46,2%) e afa (38,5%).

Os autores sugerem que da mesma forma que a ave EXPEC humana, cepas de E. coli
isoladas de suinos tém muitos determinantes genéticos da viruléncia, que promovem UTI em
humanos (Khan, 2017). Estudos canadenses sobre a frequéncia de deteccdo EXPEC em carne,
relataram uma participacdo significativamente maior desses isolados em amostras de frangos
em comparagdo com carne bovina ou suina (Schaefer, 2013). Muitos pesquisadores sugerem
que a deteccdo de E.coli com fatores de viruléncia que facilitam o desenvolvimento de
infeccdes EXPEC humanas em produtos alimentares de origem animal, particularmente em
aves de capoeira, € atualmente um importante problema de seguranca alimentar que requer
monitoramento constante (Mellata, 2018).

Potenciais reservatorios para as cepas de Escherichia coli que causam a maioria das
infeccBes extraintestinais humanas (E. coli extraintestinal; EXPEC) tem sido identificados,
incluindo o trato intestinal humano e vérios reservatorios ndo humanos, tais como animais
domésticos, animais para abate e carnes de varejo, esgoto e outras fontes ambientais. A
compreensdo dos reservatorios da EXPEC, da transmissdo, da dindmica da transmisséo e das
associacOes epidemioldgicas ajudara muito a encontrar maneiras de reduzir a carga de
doencas associadas com a EXPEC (Manges, 2012).

Animais de companhia que desenvolvem tipos similares de infec¢do extraintestinal
como seus guardides humanos também foram identificados como um reservatorio de EXPEC
humano (Blanco, 1993; Chérifi, 1994). Pesquisas sobre infeccBes causadas por E. coli em
animais de estimacdo e estudos de vigilancia em hospitais veterinarios documentaram a
criculacdo de EXPEC geneticamente relacionado e frequentemente antimicrobiano-resistente
em cdes, gatos e outros animais que vivem em estreita relacdo com humanos (Platell, 2011;
Platell, 2010).

2.3 Agrupamento Filogenético de Escherichia coli

Estudos filogenéticos tém contribuido enormemente para os esclarecimentos dos
aspectos de evolucdo, da diversidade e da viruléncia de linhagens de E. coli isoladas de uma

grande variedade de hospedeiros, ambientes e origens geograficas. Estudos iniciais revelaram
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que populacGes comensais e patogénicas de E. coli eram divididas em quatro principais
filogrupos designados A, B1, B2 e D (Clermont, 2013; Gordon, 2008).

Esse agrupamento filogenético baseado em ensaio triplex € um método simples e
rapido que utiliza uma chave dicotdmica baseada na presenca ou auséncia de dois genes
(chuA e yjaA) e de um fragmento andnimo de DNA (TSPE4.C2) (Clermont, 2013; Gordon,
2008). O gene chuA é responsavel pelo transporte de ferro na E. coli enterohemorrégica
0157:H7 e o gene yjaA foi identificado no genoma da E. coli K-12 e sua funcdo ainda nao é
conhecida (Clermont, 2000).

Recentemente, o aprimoramento de técnicas moleculares, especialmente, considerando
os dados de sequenciamento de DNA, tem refinado o entendimento da estrutura dos grupos
filogenéticos de E.coli e novos grupos sao reconhecidos. Dada as limitagdes do ensaio triplex
na categorizacdo erronea de algumas cepas e a incapacidade do método convencional ndo
detectar outros filogrupos. Clermont e colaboradores desenvolveram um novo método, agora
quadriplex, redesenhando os iniciadores tradicionais e incluindo um alvo adicional, gene
arpA, de modo a tornar a filogrupagem mais precisa (Clermont, 2013). Nesse protocolo
quadriplex apenas isolados de E. coli com fendtipo tipico (lactose +, citrato + e indol +) serdo
detectados. Isolados pertencentes a outras espécies do mesmo género como E. albertii e E.
fergusonii serdo excluidos. A partir desse protocolo E. coli pode ser classificada como
potencialmente virulenta nos seguintes grupos filogenéticos: A, B1, B2, C, D, E, F e clade |
(Sarowska, 2019; Dale, 2015). Cepas comensais de E. coli, sem caracteristicas patogénicas,
que ocorrem, entre outras, na mucosa do trato gastrintestinal, na maioria das vezes
representam o grupo A ou B1. As cepas patogénicas de E. coli responsaveis pelas infeccdes
intestinais representam os grupos filogenéticos A, B1 ou D. E coli responsaveis pelas
infeccOes extraintestinais pertencem aos grupos B2 e D. O grupo E esté relacionado ao grupo
D (incluindo O157: H7), enquanto o grupo F esta relacionado aos principais grupo B2. Os
clones de cepas de E. coli, que sdo geneticamente diversos, mas fenotipicamente
indistinguiveis, foram atribuidos a clade I (Sarowska, 2019).

O novo método é tecnicamente mais complexo e requer criteriosa interpretagdo de
seus resultados para a definicdo precisa dos filogrupos (A, B1, B2, C, D, E, F, clade I) que é
baseada na combinacdo das sequéncias dos gendtipos arpA/chuAlyjaA/TspE4.C2 (Clermont,
2013).
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2.4 Ciclo Ambiental de Escherichia coli

Considerando E. coli como uma espécie bacteriana integrante da microbiota de
animais de sangue quente, as possibilidades de transmissdo e circulagdo no ambiente sdo
inimeras. (Figura 03). Assim, o0 microrganismo pode ser transferido de um
hospedeiro/reservatorio animal para outro por meio da via oral-fecal, diretamente ou
indiretamente, atraves de superficies, dgua, solo, liquidos e plantas contaminadas (Levine,
1984). A transmissao pode ocorrer a partir de animais ou seres humanos, sintomaticos ou
carreadores assintomaticos (Gomes, 2016; Torres, 2015; Croxer, 2013). No ambiente, as
fezes de animais reservatérios podem contaminar diretamente outros animais, aguas
recreacionais/potavel, dgua de irrigacdo de agricultura e verduras e legumes em cultivo. Os
seres humanos podem ser contaminados manipulando diretamente o animal, consumindo o
alimento e dgua contaminados e no momento de lazer em aguas recreacionais contaminadas.
O homem infectado pode transmitir o patégeno diretamente a outro ser humano ou mesmo
contaminando com suas as fezes as fontes de 4gua e alimentos. (Figura 3)

O ambiente tem um papel relevante na transmissdo e preservacdo desses
microrganismos (Jang, 2014), o material fecal liberado pode contaminar alimentos, agua para
a irrigacdo, a recreacdo ou mesmo para a ingestdo (Araujo, 2016; Lascowski, 2013; CDC,
2013). Essa disseminacdo assume propor¢cdes preocupantes quando o ambiente oferece
condicdes inadequadas favorecendo a sua disseminagdo, especialmente, em um contexto
sanitario desfavoravel (Coxer, 2013).

O alimento pode ser contaminado através de alimento mal cozidos ou mesmo
contaminados durante o processamento de abate do animal ou preparo industrial. Pessoas que
processam alimentos, tanto os sintomaticos quanto os assintomaticos, podem contaminar
alimentos, particularmente quando ndo ha higiene adequada. Contaminagdo de agua

recreacional ou potavel pode ocorrer atraves da exposi¢do a esgoto ndo tratado (Coxer, 2013).
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Figura 03: Visdo geral dos potenciais reservatorios e transmissdo de E.coli patogénica
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Escherichia coli por ser uma espécie bacteriana encontrada no trato intestinal de
animais de sangue quente (Torres, 2017), pode ocasionar contaminacdo de ambientes
aquaticos ap6s o lancamento de esgotos domésticos, de efluentes de origem agropecuéria,
hospitalar entre outros (USEPA, 2006). Estudos epidemioldgicos tem reportado uma forte
correlacdo entre as densidades de E. coli na 4gua e o risco de doencas intestinais propiciando
0 uso desta bactéria como indicador de contaminacdo fecal em sistemas de agua potavel
(Marion et al., 2010; Wiedenmann et al., 2006).

A classificacdo de microrganismo como sendo um indicador de contaminacdo fecal é
dependente dentre outros fatores da suposta incapacidade do microrganismo de se multiplicar
no ambiente (Brennan, 2010). Neste contexto, E. coli foi assumida como indicador de
contaminacdo fecal recente ja que era considerado que E. coli ndo sobreviveria fora do
hospedeiro e seria incapaz de se multiplicar no ambiente. No entanto, estudos mais recentes
mostram que cepas E. coli persistem e crescem no ambiente sugerindo rever a sua
classificagdo como indicador fecal recente (Chandrasekaran, 2015).

Estudos ecoldgicos mostram que essa bactéria € capaz de sobreviver por longos
periodos fora do trato gastrointestinal e pode se reproduzir no solo, areia e sedimento em
clima tropical, subtropical e temperado (Jang, 2014; Ishii e Sadowsky, 2008). As altas
temperaturas e a grande disponibilidade de nutrientes nestes ambientes parecem permitir a

sobrevivéncia e persisténcia da E. coli fora do hospedeiro. Além disso, a habilidade desta
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bactéria de se aclimatar a novos nichos em razdo, por exemplo, de sua grande versatilidade
para a aquisicdo de energia, parece permitir que estes microrganismos se tornem membros
integrados de comunidades microbianas em uma grande variedade de ambientes, mesmo em
condic¢des muito diferentes do seu habitat primario/hospedeiro (Elsas, 2011; Ishii e Sadowsky,
2008). Em estudos prévios foram detectados altos niveis do gene eae em isolados de algas
Cladophora sp. coletadas de corpos hidricos superficiais. As concentragdes dos genes eaeA,
assim como ftsZ e uidA, sdo detectados em agua de ambientes de praia quando as condicdes
tornam-se mais favoraveis, sugerindo que eaeA-positivo E. coli possa se manter/reproduzir
nestes ambientes comprometendo a qualidade da agua (Byappanahalli et al., 2015).

A literatura mostra que o crescimento e sobrevivéncia de E. coli no ambiente pode ser
influenciado por fatores bidticos e abioticos (Rochelle-Newall, 2015). Fatores abidticos
incluem temperatura, dgua, viabilidade de nutrientes, pH e radiacdo solar. Fatores bioticos
incluem a presenca de outros microrganismos e a formacgéo de biofilme no ambiente (Jang,
2017). Com estudos abordando estes fatores tem sido possivel conhecer melhor o
comportamento de E. coli no ambiente. Destes fatores a temperatura demonstra ser o mais
importante fator que influencia a sobrevivéncia e crescimento da bactéria no meio ambiente.
E. coli pode crescer no solo em temperaturas >30°C, embora sua taxa de morte seja mais
rapida acima dessa temperatura acima de 30°C do que em temperatura abaixo de 30°C (lshii,
2006, 2010).

A variacdo das taxas de inativacdo de E. coli depende da temperatura e difere entre
tipos de fontes de &gua assim como rios, corregos e lagos, dgua de areas agricolas e aguas
servidas (Blaustein et al., 2013). Estudos de campo tem mostrado que o genoma total de
algumas cepas de E. coli isolados do solo foram Unicos para ambientes especificos e
compartilham pouco ou nenhuma similaridade genética com E. coli isoladas de varios animais
(Ishii et al., 2006, 2007). Juntas estas pesquisas sugerem que algumas cepas de E. coli se
multiplicam e sobrevivem em solos estdo presentes e sdo adaptados como membros estaveis
da comunidade microbiana do solo. Estas cepas tem sido referidas como E. coli naturalizadas
(Ishii et al.,2006).

Particularmente para populagdes enteropatogénicas de E. coli, a presenca de STEC no
ambiente € outra questdo de preocupacdo, uma vez que eles podem sobreviver no solo,
estrume, pastagens e agua que assim representam veiculos importantes de transmissdo. O
isolamento de cepas de STEC a partir de agua de abastecimento potavel, coletado em
diferentes municipalidades no norte do estado do Parand, foi descrito destacando a

importancia da agua potavel, especialmente abastecimento de 4gua néo tratada como fonte de
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cepas de STEC potencialmente patogénicas para humanos (Gomes, 2016; Lascowski, 2013;
Nataro, 1998).

A identificacdo filogenética de isolados de E. coli revela o potencial patogénico do
microrganismo e podem levantar informacao relevante sobre os seus aspectos fisioldgicos e
ecoldgicos (Jang, 2014). Essa categorizacao realizada com populagdes de E. coli isoladas de
ambientes aquaticos tem permitido observar que patotipos diarreiogénicos e extra-intestinais
de E. coli estdo distribuidos nos mais variados ecossistemas aquaticos, salientando a

importancia de tais estudos para a Saude Publica (Perini, 2015; Hamelin, 2006).

2.5 Estudo Espacial de Doengas Infecciosas

O Geoprocessamento se constitui como uma ferramenta importante para andlise da
territorialidade dos fenémenos (Xavier, 2004). Esse instrumento consiste de um conjunto de
métodos e técnicas de processamento de dados, espacialmente referenciados, destinados a
classificar, revelar relacionamentos, acompanhar a evolucgdo e gerar estimativas territoriais e
temporais sobre entidades ambientais (Xavier, 2004). Geoprocessamento por ser uma
tecnologia interdisciplinar que permite a convergéncia de diferentes disciplinas cientificas
para o estudo de fenomenos ambientais e urbanos. Ou ainda, que “o espago ¢ uma linguagem
comum” para as diferentes disciplinas do conhecimento (INPE, 2001).

Nesse contexto de analise é incluido o Sistema de Informacédo Geografica (SIG ou GIS -
Geographic Information System, do acrénimo/acronimo inglés) que €é um sistema
de hardware, software, informacdo espacial, procedimentos computacionais e recursos
humanos que permitem e facilitam a analise, a gestdo ou a representacdo do espaco e dos
fendmenos que nele ocorrem (INPE, 2001). O Sistema de Informacdo Geografica (SIG)
permite uma andlise complexa de um grande numero de informacgdes apresentando o0s
resultados no formato de mapas graficos (Barbosa, 2015).

A analise da distribuicdo espacial alicerca estudos sobre a distribuicdo e dispersao
geografica de agentes ou agravos nas regides e nas areas de abrangéncia, permitindo acesso
répido as informacgdes necessarias para realizar a vigilancia sobre a ocorréncia de doencas
e/ou de agentes infecciosos (Nardi, 2013; Barcellos, 2005; Bailey, 1995). Mapas tematicos
séo construidos e sdo extremamente Uteis auxiliando o conhecimento e identificando areas de
risco ambiental para determinados eventos ou agravos em salde. Esses mapas permitem a

representacdo de alguns aspectos concretos do espaco geogréfico, no entanto, existe um
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conjunto de técnicas e dados para fazé-lo de forma precisa, adequada e que contribua para o
nosso conhecimento sobre a ocorréncia do evento no espago.

A ecologia é uma disciplina que utiliza a espacializacdo como uma ferramenta adicional
para auxiliar na compreensdo de uma doenca em um lugar especifico. A epidemiologia
espacial amplia a rica tradicdo de estudos ecoldgicos que usam explicacOes da distribui¢do de
doencgas em diferentes lugares para melhor entender a etiologia da doenca (Elliot, 2004).

A construcdo de mapas tematicos aliados a aplicacdo de técnicas de geoprocessamento e
de analise espacial deve ser realizada em Sistemas de InformacBes Geograficas (SIG). Este
sistema integra um conjunto de ferramentas utilizadas para a manipulacdo de informacoes
espacialmente apresentadas, permitindo o mapeamento das doencas, bem como contribuem na
estruturacdo e na andlise de riscos socioambientais (Chaiblich, 2017; Barbosa, 2015;
Barcellos & Ramalho, 2002). A aplicacdo de técnicas de geoprocessamento para dados de
area em salde possibilita analisar espacialmente a ocorréncia de agentes infecciosos/agravos,
por meio de mapas e observagdes de campo (Gongalves, 2016; Almeida, 2011; Barcellos,
2005).

Dentre as técnicas de andlise e visualizacdo destaca-se a técnica de analise exploratoria,
mais especificamente a analise de padrdes de pontos: o estimador de intensidade (Kernel
estimation). A interpolacdo de Kernel possibilita identificar areas de maior concentracdo
(densidade) de eventos/ocorréncias de pessoas afetadas. A analise de grandes bases de dados
permite ainda mostrar tendéncias sazonais e de longo prazo, bem como identificacdo de
padr@es e areas onde se concentram riscos (Xavier, 2014). Essa técnica ndo paramétrica, além
de estimar a intensidade da ocorréncia de casos em toda a superficie analisada, permite filtrar
a variabilidade de um conjunto de dados ao mesmo tempo em que retém suas principais
caracteristicas locais (Carvalho, 2017).

O método de Kernel é uma técnica de interpolacdo exploratdria que gera uma superficie
de intensidade/densidade para a identificagdo visual de areas quentes (hotspots). Algumas
funcBes podem ser usadas para interpolacao, as quais definem a forma de ponderacéo adotada.
Cada funcdo produz diferencas suaves na forma da superficie interpolada pesando

distintamente os pontos no circulo circunscrito em torno da posicédo de referéncia.
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2.6 O ambiente natural e os desastres

Fendmenos naturais ou agfes provocadas pela acdo humana, sobre um ecossistema
vulneravel, podem resultar em desastres causando danos a satde humana, materiais e recursos
ambientais e consequentes prejuizos econdémicos e sociais (Castro, 1998).

Fatores bioticos e abioticos exercem influéncia sobre os diversos componentes de um
ecossistema. Além das condicBGes resultantes de fendmenos naturais que modifcam a
superficie terrestre, a atividade humana ja é considerados um fator bidtico muito relevante.
Em meio a diversidade de condi¢es para resiliéncia e adaptacdo as mudancas sejam elas
naturais ou artificiais, o monitoramento ambiental permite acumular e desenvolver o
conhecimento do ambiente através da observacdo e coleta de dados dos diversos fatores
ambientais assim como seus 0s componentes (Coura, 2012).

A ecologia cientifica ocupa um nicho importante e desempenha um papel de destaque na
formulacdo e solugéo de problemas que envolvem plantas, animais e microrganismos em suas
interacdes com o ambiente (Coura, 2012). A ado¢do de medidas concretas para ampliar o
conhecimento na area do monitoramento ambiental contribui para o planejamento das acdes
tanto sobre a utilizacdo e ocupacdo do solo assim com o gerenciamento de areas no pos-
desastres.

O fenbmeno de enchentes e inundacdes contribui para a ocorréncia de desastres e faz parte
da dindmica de bacias hidrograficas e de rios. Sdo eventos naturais que ocorrem com
periodicidade nos cursos d’agua, frequentemente deflagrados por chuvas fortes e rapidas ou
chuvas de longa duracdo (Tominaga, 2009). O crescimento da populacao global, a pobreza e a
urbanizacdo tém aumentado o numero de pessoas que procuram lugares considerados
propicios a desastres assim como as alteracdes fisicas e a auséncia do tratamento de esgoto
sanitario tornam estes locais ainda mais susceptiveis.

Nas inundagdes ocorre o transbordamento de &gua da calha normal de rios, mares,
lagos e acudes ou acumulo de &gua por drenagem deficiente. Podem ser classificadas em
funcdo do seu padrédo evolutivo, como: i) enchentes ou inundagdes graduais, ii) enxurradas ou
inundacdes bruscas, iii) alagamentos e iv) inundacOes litoraneas. Na maioria das vezes, 0
incremento do fluxo de agua é provocado por precipitacdes pluviométricas intensas e
concentrado, assim como pela intensificacdo do regime de chuvas sazonais ou pela saturagao
do lencol fredtico (Ministério da Saude, 2014).

As cheias e inundacdes sdo fendmenos hidroldgicos que ndo séo possiveis evitar e que

podem ser potencialmente perigosos dependendo da magnitude atingida (altura da agua,
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caudais), da velocidade com que progridem e da frequéncia com que ocorrem. Contudo, s
provocam situacOes de risco se houver elementos a elas expostos (populagdo, propriedades,
estruturas, infraestruturas, atividades econdmicas), ou seja, localizados em areas inundaveis,
que possam ser destruidos ou gravemente danificados (Ramos, 2013).

A configuracdo ou delineamento das bacias hidrograficas é fundamental para
potencializar os riscos de ocorréncia de eventos de inundacdo. A geomorfologia da superficie
terrestre € um produto tridimensional evidenciado por dois elementos fundamentais: o relevo
através das diferencas de altitudes entre dois pontos, o gradiente topografico e a forma
geomeétrica, vista através da configuracdo morfoldgica das curvas que reproduzem o relevo
(Vieira, 2017). Os rios apresentam um dos mais importantes agentes geoldgicos que
desempenham papel de grande relevancia na modelagem do relevo, no condicionamento
ambiental e na propria vida do ser humano (Suguio, 2006). O conceito de ciclo de erosdo
propde estagios sucessivos de evolucdo que podem ser encontrados do mesmo modo, ao
longo de um Unico rio, da nascente a foz. Essas trés secGes sdo comparadas em trés fases a

sequir (Figura 04):

O curso superior, ou alto curso, equipara-se a fase juvenil que é caracterizada por vale em
“V”, fluxo torrencial, carga sedimentar pouco volumosa, mas muito grossa, pode ser
encontrado na cabeceira nas areas mais a montante caracterizada pela erosdo. O curso
superior do rio é sua parte mais inclinada onde o poder erosivo e de transporte de materiais é
muito intenso. A forca das dguas escava vales em forma de V e se as rochas do terreno séo
muito resistentes, o rio circula por elas, formando quedas de &gua, gargantas ou desfiladeiros.
O curso medio equivale a maturidade que é atingida com a diminuicdo do gradiente e com
vales mais largos encontrada na por¢édo intermediéria do vale fluvial. No curso médio do rio a
inclinacdo diminui, as aguas perdem forcga e a sua capacidade de transporte diminui e inicia o
depdsitos de materiais mais pesados que ja ndo consegue transportar, ha formacéo de aluvides
permitindo o desenvolvimento de organismos que ndo estdo adaptados a ambientes mais
I6ticos. Os vales tem a forma de V aberto e na época das cheias, o rio transborda, depositando
nas margens grande quantidade de aluviBes. Nessas regifes formam-se grandes planicies
sedimentares, onde o rio descreve amplas curvas, chamado meandros.
O curso inferior do rio corresponde as zonas mais proximas de sua foz. A inclinagdo do
terreno torna-se quase nula, ha pouca erosdo e quase nenhum transporte de sedimentos por
carga de fundo, predominando o material fino silte-argiloso em suspenséo. O curso inferior é

a fase de senilidade que corresponde a amplos vales e extensas planicies de inundagédo e
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encontram-se na desembocadura, apresentando predominancia da sedimentagéo fina (Suguio,

2006).

Figura 04. Perfil longitudinal de um rio ao longo de um vale fluvial
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A relacdo das ameacas-risco-desastres com a salde é produto de diversos fatores. Uma
vez ocorrido o desastre, a sua magnitude ¢ medida com base em diversos critérios de
avaliacdo de danos. As andlises evoluiram principalmente nos critérios epidemioldgicos que
consideram as taxas de mortalidade, o numero de feridos e afetados (OPAS, 2011). Os
fendmenos naturais afetam a salde humana de forma variavel, vdo desde fatores que
comprometem o individuo como a coletividade da comunidade atingida. Quanto a questdo da
transmissao de doengas é demonstrado que ha o risco potencial de qualquer desastre causar
prejuizos a saude.

Diversos agravos a saude podem ser desencadeados no pos-evento de inundacéo,
acumulam ocorréncias desde traumas, estresse poOs-traumatico e doencas de veiculagdo
hidricas por diversos agentes infecciosos. As doengas diarreicas constituem um grave
problema de salde publica, principalmente de paises em desenvolvimento, sendo uma
relevante causa de morbidade e mortalidade (CDC, 2016). Paises da Africa, Asia e da
América Latina sdo os mais afetados com doengas diarreicas ocorrendo com frequéncia
desfechos severos e até letais, principalmente, devido as precarias condi¢Bes de vida e com

inadequado suprimento sanitario (Croxen, 2012). As linhagens diarreiogénicas de E. coli séo
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veiculadas por agua e alimentos contaminados e o ambiente inadequado pode potencializar o
risco de contaminacdo e transmissdo, especialmente em condicBes sanitarias desfavoraveis
(Ximenes, 2012).

A gestdo do risco para emergéncia em salde publica € uma competéncia de carater
multissetorial e continuo, que requer a articulagdo horizontal e transversal no ambito do
Sistema Unico de Saude, em parceria com outros atores, em especial, com 6rgdos de defesa
civil. O Plano de Contingéncia para Inundacdo insere-se nessas acdes de gestdo de risco
enguanto objeto para o planejamento das acGes da Secretaria de Vigilancia em Salde na etapa
de manejo da emergéncia em salde publica (alerta e resposta) por inundacdo. O
desenvolvimento de todas as a¢des relacionadas a gestdo do risco permite a atuagdo oportuna

do setor saude no enfrentamento a essas emergéncias (MS, 2014).

2.7 Caracterizagdo da Area do Estudo

2.7.1 Area Geografica

Sdo Gongalo faz parte da regido metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, esta
localizado a leste da Baia da Guanabara, faz fronteiras com municipios de Niter6i, Marica e
Itaborai. O Municipio esta dividido em cinco distritos (Figura 05): Sdo Gongalo (Sede),
Ipiiba, Monjolo, Neves e Sete Pontes, de acordo com dados da Prefeitura Municipal de S&o
Gongcalo, os distritos possuem as seguintes caracteristicas: o 1°Distrito (Sede) e o 4° Distrito
(Neves) fazem divisa com a Baia de Guanabara. Os demais distritos fazem divisa com os
municipios do entorno. O 3° Distrito (Monjolo) e parte do 2° Distrito (Ipiiba) tem divisa com
0 Municipio de Itaborai. O 5° Distrito (Sete Pontes) e parte do 2° Distrito, Ipiiba, fazem divisa
com Niterdi. Os cincos distritos somam 90 bairros distribuidos conforme mostrado na Figura
5. E importante destacar que pelo municipio passam trés importantes rodovias: BR101,
RJ104, RJ106 (PMSB-SG, 2016).

Em 2018, por meio da Lei Complementar N° 031/2018 a Prefeitura Municipal de Sdo
Gongalo fez atualizagdes no Plano Diretor onde ficam instituidas trés Macrozonas
(Preservacdo Ambiental, Desenvolvimento Rural Sustentavel e Desenvolvimento Urbano
Sustentavel) integradas no Municipio de Sdo Gongalo onde apresenta 0 zoneamento da cidade
majoritariamente urbana com pequena parcela com potencial para producdo agricola (em

laranja), reafirmando o interesse para expansdo imobiliaria e industrial (Figura 06).
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Figura 05. Mapa de Localizacdo do municipio de Sdo Gongalo, Leste da Baia da Guanabara, no Estado do Rio
de Janeiro, 2018.

Origem das Coordenadas: UTM
Banco de dados: PMSG/QGIS
Datum: SIRGASS 2000
Elaboracéo: Cristiane dos Santos
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Figura 06. Macrozonas do municipio de Sdo Gongalo
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2.7.2 Relevo e Bacias Hidrograficas

O municipio de Sdo Gongalo apresenta populacdo estimada de 1.077.687 pessoas
(IBGE, 2010), é o segundo municipio com maior nimero de habitantes no Estado do Rio de
Janeiro. Para Lucio Serrano, as transformagdes ambientais da cidade foram marcadas por trés
fases que ndo séo delimitadas cronologicamente que formam um continum que as sobrepde e
que as leva a certa coexisténcia. Houve entdo um primeiro ciclo de desmatamento da mata
Atlantica a principio fixada no século XVI pela retirada do pau-brasil, a restinga e 0 mangue,
0 segundo seria o estabelecimento de uma unidade agricola, de extracdo mineral e madeira,
que compreenderia entre os séculos XVI ao XX. Nos anos p6s-1940 houve um surto
industrial fato descrito, mas ndo analisado quanto suas implicacBes ambientais, o terceiro
periodo compreenderia os dias atuais com prolongamento do terceiro ciclo de destrui¢do da
vegetacdo primitiva de S8 Gongalo, mas agora com objetivos de especulacdo imobiliaria,
principalmente de baixa renda na tentativa de reindustrializagcdo da cidade (Santos, 2012;
Serrado, 2000).

A maior parte da area do municipio de Sdo Goncalo corresponde a terrenos com
altitude de até 50m, constituindo planicie flivio-marinha e colinas suaves. Os outros 40%
caracterizam-se por elevacdes isoladas com cotas altimétricas variadas (entre 50m e 500m)
colinas com encostas ingremes e morros. Nos trechos mais elevados e declinosos,
concentram-se as nascentes (alto curso), que posteriormente percorrem a planicie flavio-
marinha caracterizada por baixissima declividade. Desse modo, as enxurradas formadas a
partir dos morros encontram canais fluviais com declividade extremamente baixa e com
intervencdes antropicas impeditivas ao escoamento normal das aguas (Santos, 2012).

O municipio possui oito bacias hidrograficas e duas sub-bacias assim denominadas
(Figura 07): Bacia do rio Bomba, Bacia do rio Brandoas, Bacia do Rio Marimbondo, Bacia do
Rio Imboagu, Bacia do Rio Alcéntara, Sub-bacia do Rio Guaxindiba, Sub-bacia do Rio
Goiana, Sub-bacia do Rio Aldeia, Canal Porto do Rosa e Bacia do Rio das Pedrinhas. Em
2005, o municipio de Sdo Gongalo produziu propostas de &reas de inundacdo através do Plano
Municipal de Reducdo de Riscos (Santos, 2012). A Baia da Guanabara localizada na regido
metropolitana do Rio de Janeiro é o corpo hidrico receptor de diversos rios de Sdo Gongalo,
muitos destes rios nascem em &reas mais altas do municipio ao sul e atravessam o municipio
recebendo contribuintes e desaguando mais ao norte desta.

A Baia da Guanabara é um exemplo de ambiente que sofre com a contaminacdo de

todos os tipos de poluentes provenientes dos diversos contribuintes hidricos de sua bacia
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(Fonseca et al., 2014). Tais poluentes tornaram esta baia um ambiente hipereutrofizado,
praticamente andxico em diversas &reas e com grande concentracdo de microrganismos
causadores de doencas como hepatite e gastroenterites. Apesar disto, atividades de turismo,
lazer e pesca continua sendo praticadas em suas aguas (Vianna et al., 2013; Souza et al.,
2014).

O municipio de Sdo Gongalo e area de entorno (leste da Baia da Guanabara/RJ)
frequentemente sofrem com problemas de enchentes. Esta regido apresenta uma
suscetibilidade natural a este problema devido a existéncia de amplos terrenos de baixada e
rios desaguando na Baia de Guanabara, que sofre oscilacdes de maré até 140cm (segundo a
Diretoria de Hidrografia e Navegacdo/DHN). Outro fator importante é o processo de
ocupacdo desordenado e desprovido de um projeto de urbanizacdo adequado. Os transtornos
causados pelas enchentes, na maioria das vezes, atingem a populacdo de baixa renda (Santos,
2012). Segundo o Mapa de Ameacas Multiplas, elaborado pelo Departamento Geral de Defesa
Civil (DGDEC-RJ), vinculado & Secretaria de Defesa Civil Estadual, o municipio tem como

sua principal ameaca natural a inundacédo (Defesa Civil RJ, 2012).

Figura 07. Bacias Hidrograficas do Municipio de S&o Goncalo
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2.7.3 Indicadores Ambientais e Socioeconémicos

O IDH - Sao Goncalo é 0,739, em 2010, o que situa esse municipio na faixa de
Desenvolvimento Humano Alto (IDH entre 0,700 e 0,799). A dimensdo que mais contribui
para o IDH do municipio € Longevidade, com indice de 0,833, seguida de Renda, com indice
de 0,711, e de Educacdo, com indice de 0,681. Sdo Gongalo ocupa a 7952 posicdo entre 0s
5.565 municipios brasileiros segundo o IDH. Nesse ranking, o maior IDH é 0,862 (Sao
Caetano do Sul, SP) e o menor ¢ 0,418 (Melgaco, PA). Ressalta-se que o Brasil mantém a 792
posicdo no levantamento realizado pela ONU, em 2018, que é considerado um IDH alto, mas
a titulo de comparacdo o lider do ranking é a Noruega com IDH de 0,953. O municipio de Sdo
Gongcalo apresenta desempenho muito baixo em indicadores que refletem as baixas condi¢fes
de vida da populacdo isoladamente. Segundo o IBGE (2010) o salario médio mensal de
trabalhadores formais é de 2,1 salarios minimos, possui 34,5% da populagdo com rendimento
mensal de %2 salario (Atlas Brasil, 2019).

Segundo o Instituto Trata Brasil (2018) o municipio ocupa a 14° posi¢do das vinte
piores cidades no ranking do saneamento em 2017, neste cenario de baixo investimento em
redes de coleta e tratamento de esgoto, aglomerados populacionais acaba por utilizar os rios
para despejo de aguas servidas o que tem comprometido a qualidade da agua destes
mananciais. Neste contexto, 0 municipio de Sdo Gongcalo reflete um preocupante cenario da
desigualdade socioambiental tal como ocorre em diversas regides brasileiras.

O Plano Municipal de Saneamento de S&o Gongalo descreveu que a Rede Coletora de
Esgoto e Fossa Séptica ndo estd descrito e que apesar da elevada taxa percentual (82%)
guanto a existéncia da coleta de esgoto, este fato por si s6 ndo atende o que preconiza o
PLANSAB, pois 0 gque se observa é que o esgotamento sanitario junto com aguas pluviais se
configura em disposicédo final inadequada dos esgotos no meio ambiente (PMSB-SG, 2016).
Neste plano foi possivel detectar 22.519 domicilios com auséncia de abastecimento de agua.
Além disso, exclusivamente a partir desses dados, ndo é possivel concluir a qualidade do

abastecimento quanto a intermiténcia e ao racionamento.
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3. Justificativa

Sdo Gongalo possui areas densamente povoadas que apresentam condic¢des sanitarias
ainda insuficientes e inadequadas sendo que em momentos de eventos como enchentes,
inundacdes e alagamentos, mudancas ambientais podem representar condi¢BGes propicias a
circulacdo de doencgas especialmente as de veiculagdo hidrica.

O municipio de Sdo Gongcalo apresenta areas ambientalmente muito deficientes que
podem comprometer a saude da populacdo local. A falta de planejamento urbano, o
investimento sanitério insatisfatério e as caracteristicas do relevo, com amplas areas planas e
densa rede hidrografica, sdo alguns dos fatores que contribuem para uma situacao
potencialmente alarmante frente a ocorréncias de eventos como os hidrologicos. Esse cenario
é critico e propicia a ocorréncia de doencas infecciosas. As doencas de veiculacdo hidrica de
origem bacteriana assumem um papel de relevancia na Saude Pablica e tem grande impacto
na morbimortalidade, principalmente, entre criancas de paises em desenvolvimento. Deste
modo, existe uma demanda em mapear e investigar estas areas a fim de apontar e avaliar a
vulnerabilidade da populacdo que nelas residem podendo contribuir para o debate da
emergéncia de garantir 0 acesso ao esgotamento sanitério, direito inerente a saude ainda
pendente, assim como também colaborar para desconstrucdo da subcultura do desastre.

Nosso estudo € fundamentado na importancia da Escherichia coli como uma espécie
bacteriana que circula amplamente em diversos hospedeiros e ecossistemas e é agente de
doencas humanas diversas. A pesquisa serd desenvolvida tendo como base i) o
reconhecimento de ecossistemas aquaticos como reservatorios e fontes em potencial de
veiculacdo dessa espécie bacteriana; ii) a importancia de E. coli como indicador da qualidade
sanitéria e agente etioldgico de patologias diversas e, iii) a inexisténcia de informagdes sobre
a circulagdo desses microrganismos em aguas superficiais de areas de risco de inundagdo no
municipio de S&o Gongalo.

O estudo sobre esses microrganismos nessas aguas aliado ao estudo espacial das
areas contaminadas e com potencial risco de inunda¢do no municipio de Sdo Gongalo,
possibilitard subsidiar acdes especificas na area da gestdo ambiental, em especial, no
fortalecimento da prevencdo e controle das doencas infecciosas causadas por esses
microrganismos. Os resultados obtidos contribuirdo ainda para as informacgdes sobre a
ecologia desses enteropatdgenos contextualizando suas implicagdes na salde publica do

municipio.
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4. Objetivos

4.1 Geral

Estudar a ocorréncia de E. coli em &reas de risco de inundagdo no municipio de Séo
Gongcalo por meio de uma abordagem laboratorial e espacial.

4.2 Especificos

v" Definir espacialmente as areas de risco de inundacéo a partir de dados de ocorréncias
de inundac6es da Defesa Civil;

v’ Caracterizar as amostras de agua superficial das areas de risco identificadas quanto aos
parametros ambientais dos pontos de coleta georreferenciados;

v' Caracterizar os isolados de E. coli geneticamente quanto ao potencial diarreiogénico e
grupagem filogenética;

v Analisar o padrdo de distribuicdo espacial de isolados E. coli e as possiveis correlacdes

com os pardmetros ambientais e microbioldgicos investigados.

5. Metodologia

Trata-se de um estudo exploratério com atividades de campo, laboratoriais e analises
espaciais (Figura 08)visando estudar a ocorréncia de isolados de Escherichia coli e seu padréo
de distribuicdo em areas de risco de inundacdo no municipio de Sdo Gongalo, no Estado do
Rio de Janeiro, 2017 a 2018.

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Satde
Publica/FIOCRUZ tendo em vista a necessidade de acesso de dados restritos da Defesa Civil
Coordenadoria Municipal de Sio Gongalo (Apéndice - Dispensa de Apreciagdo Etica pelo
Sistema CEP-CONEP).
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Figura 08. Esquema geral de caracterizacéo realizada para amostras de E.coli e analises espaciais incluidas no

estudo.

Fonte de Dados Secundarios
Defesa Civil + PMRR

Identificacéo das Areas de Risco de Inundagio
(R1 e R2) Estimador de Kernel

Georrefrenciamento de pontos de coleta (GPS)

superficial

Coleta de &gua

Caracterizagéo
Ambiental

Isolamento E. coli

Dados
secundarios
IBGE

PCR PCR
Quadruplex Multiplex
Filogrupo Enteroviruléncia

Anédlise Espacial dos Métodos

Genéticos

l

Elaboragéo de Mapas Tematicos




57

5.1 Area de Estudo

O estudo compreendeu éareas de risco de inundacdo localizadas em bairros do
municipio de Sdo Gongcalo, localizado no estado do Rio de Janeiro (Figura 09; Quadro 03).
S8o Gongalo possui uma area total de 248,4 km2 (correspondentes a 5% da area da Regido
Metropolitana do Rio de Janeiro), localiza-se na regido sudeste do Brasil, por¢do sudoeste do
Estado do Rio de Janeiro, tendo como limite, a Norte e a Leste, 0 municipio de Itaborai, a
Sudeste, 0 municipio de Marica, a Sul o municipio de Niteroi e a Oeste a Baia de Guanabara.
O municipio esta localizado na regido Metropolitana do Rio de Janeiro a leste da Baia de
Guanabara, tem populacdo estimada em 1.008.064 habitantes apresenta densidade
demogréfica de 4011,64 hab/kmz2, é o segundo municipio mais populoso do Estado do Rio de
Janeiro (IBGE, 2010).

Figura 09. Mapa dos distritos e bairro do municipio de Sdo Gongalo, RJ.

Distritos e Bairros —2005
PMSG Secretaria Municipal de infrasstrutura,
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Quadro 03. Bairros do Mapa Distrital com identificacdo dos Bairros, de S8o Gongalo, RJ (Fonte: PMSG)

It m Bairres item | Bainos
1 AlcEntara L) Maria Paula
F Almerinda 47 ririamb|
3 Amendoeira 48  Monjols
4 Anaia Grande 45 Miarrs do Castrs
5 Araia Paguana Ln] Miutando
[ Antonina 51 Mutus
T Arastdo 52 PLITLI G LR
] Arsenal 53 | Mutuapira
a Barrac &o 5d ey
10 Barre Varmalho 15 Mova Clidade
11 Boa Vista 56 MNowa Maxico
12 Baagu 57 Pacheac o
13 Bom Retiro 55 Farada Quarenta
14 Brasildndis Sa Paraiso
15 Camardo ED Fatronato
1E Centra El Pita
17 Cosalha 62 Parte da Madama
18 Colubandd E3 Parto da Fedra
14 Covanca B Partoc da Rosa
20 | Crugeire do Sul 65 Parte Move
71 Eliana EF Parto Velha
22 Engenha do Rogada EF | Raul Weiga
23 Engenhs Pequena E& Facantbo das Acacias
24 Estrela da Norte =] Rio da Qura
25 Fazrenda dos Mineiros m Rac ha
26 Galo Branca Tl ROsane
27 Gebara . Sacramanta
28 Eradim [E] Saljueira
4 Guarand 74 Sarta Catamma
30 Guaxindiba {bom retiro) 5 Santa [sabel
3l ada Ei] Santa Lugia
2 Ipiiba v S50 Miguel
33 Radca TE Tepante Jardim
3 Fadna 75 Tirmdantes
35 Jardim Amendoaia BO Triboba
36 |Jardirn Cataring Bl | Trindade
37 Jardim Nova Repiblica B2 Varzea das Mogas
el Jockey g1 Venda da Cruz
33 Lageinha B4 Vila Candoza
40 |Laranjal BS | Vila Lage
41 |Largoe da [ddia BE | Wila Trés
a3 Lindgs Pargue BT vila Yara
43 Luiz Cagador BE | Vista Alegra
44 Mangueaira B9 | 74 Gamto
45 Mararmbaia 00 Zumhi

5.2 Identificacio das Areas de Risco para Coleta de Agua Superficial

As éareas de risco foram definidas a partir de um banco de dados da Coordenadoria
Municipal de Defesa Civil de Sdo Gongalo, baseado no nimero de chamadas da populacéo
quanto a ocorréncia de eventos de inundagdo. Foram incluidos dados da série historica de
1995 a 2005. As areas com maior nimero de chamados foram designados de Alto Risco (R1)
e as com menor nimero foram designadas de Baixo Risco (R2). Os pontos georreferenciados
referentes as chamadas da populacdo quanto a ocorréncia de eventos de inundacdo foram
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inseridos em ambiente SIG (Programa Quantum GIS 2.18.8) e foi utilizado o estimador de
intensidade de Kernel.

Para o estudo foi utilizadoraio de 300 metros e a funcdo de suavizacdo de "quartica”
atribuindo maior peso aos eventos mais proximos e menor peso aos mais afastados, mas com
o decréscimo gradual. Para controlar a suavizagdo no Kernel foi utilizado o parametro largura
de banda (bandwidth) definido a posteriori (Chiaravalloti-Neto, 2016; Carvalho & Souza-
Santos, 2005; Bailey & Gatrel, 1995).

As bacias hidrograficas do municipio foram utilizadas para analise espacial das areas
de risco. Nos “hot spots” gerados foram identificadas areas de maior densidade do evento de
inundacdo, também foram utilizadas as malhas digitais das bacias hidrograficas, arruamento,
topografia, limite de bairros, vegetacdo que serviram de base para analise na area de estudo,
os quais foram manipulados em ambiente SIG, todos os mapas foram gerados por meio do
Quantum GIS (QGIS) 2.18.8. Também foram utilizadas imagens oriundas do programa
Google Earth para anélise quanto os aspectos de ocupacgdo e altitude das areas de risco de

inundacao.

5.3 Atividade de Campo

5.3.1 Coleta de Agua Superficial

A metodologia de filtragdo por membrana foi utilizada para a coleta de &gua
superficial visando o isolamento de Escherichia coli. As coletas foram realizadas em pontos
localizados em éareas de risco de inundacdo (R1 e R2) definidas pelo geoprocessamento de
dados das rotas de vistorias solicitadas pelo contribuinte a Secretaria de Meio Ambiente assim
como de informacdes sobre as areas de inundagdo do Plano Municipal de Reducdo de Riscos
(PMRR). Os periodos de coleta eram semanais e foram obtidas amostras concomitantemente
entre R1 e R2. Foram obtidas aliquotas de agua superficial no periodo de outubro de 2017 a
abril de 2018 e coletada 1 (uma) amostra por ponto georreferenciado. Foram selecionados
pontos “aleatdrios” dentro da area de risco de inundagdo para coleta do material cuja
localizag@o foi georreferenciada por aparelho de captura de GPS (Global Position Satélite)
Garmin®. Um total de 30 pontos foram incluidos no estudo.

A metodologia de filtracdo por membrana seguiu conforme o protocolo da APHA com
algumas modificacdes (APHA, 1995). Resumidamente, uma aliquota de 60 mL foi aspirada

da camada superior da coluna d"agua numa profundidade de até 30 cm com auxilio de uma
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seringa estéril adaptada ao suporte de filtragdo, contendo membrana de acetato de celulose
(Milllipore®), com porosidade de 0,22 um. O material aspirado foi filtrado para concentrar a

amostra e sob refrigeracdo para imediato processamento em laboratorio.

5.3.2 Caracterizacdo Ambiental

No momento da coleta de agua superficial foi realizada caracterizacdo do ambiente e
registrada na ficha de observacdo em campo. Os tdpicos observados foram: temperatura da
agua, disponibilidade de infraestrutura sanitaria, caracteristica de relevo, ocupagdo humana
em areas com mais de 30 metros (mais afastadas), nas margens e sobre o rio. e presenca de

animais no peridomicilio (Anexo 2: Ficha de Observacao de Campo).

5.4 Atividade laboratorial

5.4.1 Isolamento e identificacéo de Escherichia coli

A membrana contendo o material bioldgico retido durante a filtracdo foi incubado em
20 mL de caldo de tripticaseina de soja (TSB — Difco®) por 18-24 horas a 37°C. Apds o
periodo de crescimento bacteriano, o caldo foi diluido nas proporcées 1:10, 1:50 e 1:100 e em
seguida com auxilio de alga de platina cada diluicdo foi semeada por esgotamento em agar
eosina azul de metileno (eosin methylene blue, EMB — Difco®), visando o isolamento de E.
coli. Apds 18-24 horas a 37°C, 10 a 15 colbnias bacterianas com aspecto sugestivo de E. coli
foram selecionadas com base nas caracteristicas morfofisiologicas (Figura 10).

As colbnias suspeitas foram submetidas a provas bioquimicas para a identificacdo de
género e espécie utilizando os meios EPM, MILI e Citrato de Simmon (PROBAC/Brasil).
Para a observagdo da motilidade, producdo de indol, lisina descarboxilase, gas, urease, &cido
sulfarico, triptofano desaminase e utilizagdo do citrato de sédio como fonte de carbono
(Koneman, 1993). O padrdo bioquimico de E. coli esperado no meio EPM baseou-se na
producéo de gas em glicose (+), utilizagéo de glicose (+), producdo de sulfeto de hidrogénio
(-), hidrdlise de uréia (-) e desaminacdo do triptofano (-); no meio MILi, motilidade (variavel),
producdo de indol (+) e descarboxilagdo de lisina (varidvel). E. coli ndo utiliza citrato no meio
Citrato de Simmons (Konemam).

As amostras bacterianas identificadas como Escherichia coli foram estocadas a -20°C

em caldo tripticaseina de soja (TSB-BBL), acrescido de glicerol a 15% (v/v) até serem
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utilizadas para as analises moleculares propostas. A cada teste foram avaliados o grau de
pureza e a viabilidade das células bacterianas.

Figura 10. Aspecto do crescimento da espécie E.coli no meio EMB (1) e o padrdo bioquimico nos meios EPM
(2), Mlli (3) e Citrato de Simmons (4)
1 7

Fotografias: Cristiane dos Santos Sanfins

5.4.2 Caracterizacdo Molecular

5.4.2.1 PCR-QUADRUPLEX: amplificacdo de genes especificos para a classificacdo de
grupos filogenéticos de Escherichia coli

A deteccédo dos genes chuA, yjaA, do fragmento TSPE4.C2 e do gene arpA (Quadro 3)
foi realizada através de ensaios de amplificacdo simultanea seguindo metodologia ja descrita
(Clermont, 2013).

A Extracédo de DNA bacteriano

Para extracdo do DNA as amostras foram semeadas em agar de tripticaseina de soja
(TSA — Difco®) a 37°C por 18-24 horas. Ap6s o periodo de crescimento, as células
bacterianas foram ressuspensas em 1 mL de agua Milli-Q estéril, submetida a fervura por 5
minutos e centrifugado a 14.000 RPM por cerca de 1 minuto. Os produtos da extracdo de
DNA bacteriano foram usados como fonte de DNA para as rea¢des de PCRs de agrupamento

filogenético.
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Reacédo de PCR

Para a reacdo de PCR foi utilizado um volume final de 20uL contendo 3uL do lisado
bacteriano, 2uL de tampdo 10X (Invitrogen®), 20pmol/uL de cada iniciador, exceto para
AceK.f (40 pmol/uL), ArpAl.r (40 pmol/uL), trpBA.f (12 pmol/uL) e trpBA.r (12 pmol/uL),
2mM de cada dNTP (Invitrogen®), 3mM de MgCl, (Invitrogen®) e 2U/uL de Tag DNA
polimerase (Invitrogen®). A reacdo foi realizada em termociclador Mastercycler Personal
(Eppendorf®) e programada para desnaturacdo inicial de 94°C por 4 minutos seguida de 30
ciclos de 94°C por 5 segundos e 20 s a 57°C (group E) ou 59°C (quadriplex and group C), e
uma extensdo final de 5 min a 72°C. Os iniciadores especificos para os filogrupos E e C
foram ArpAgpE.f e ArpAgpE.r, trpAgpC.f e trpAgpC.r, respectivamente (Quadro 04). O
deteccdo do gene uidA foi utilizada para confirmar a espécie. Foram utilizados os controles
RM11 e 032VI oriundos da colecdo do Laboratorio de Epidemiologia Molecular,

Departamento de Ciéncias Biologicas/ENSP/Fiocruz.

Quadro 04. Iniciadores de PCR-quadruplex para agrupamento filogenético de E. coli (Clermont, 2013).

Reacdo de PCR Iniciadores Alvo Sequéncia do iniciador Produto Referéncia
da PCR
(pb)
Quadruplex chuA. 1b chuA 5’-ATGGTACCGGACGAACCAAC-3’ 288 Clermont, 2013
chuA. 2 5>-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’ Clermont e colaboradores, 2000
yjaA. 1b yjaA 5’-CAAACGTGAAGTGTCAGGAG-3’ 211 Clermont, 2013
yjaA. 2b 5’-AATGCGTTCCTCAACCTGTG-3’ Clermont, 2013
TspE4C2.1b TspE4.C2 5’-CACTATTCGTAAGGTCATCC-3’ 152 Clermont, 2013
TspE4C2.2b 5’-AGTTTATCGCTGCGGGTCGC-3’ Clermont, 2013
AceK.f arpA 5’-AACGCTATTCGCCAGCTTGC-3’ 400 Clermont, 2013
ArpAl.r 5>-TCTCCCCATACCGTACGCTA-3’ Clermont colaboradores, 2004
Grupo E ArpAgpE.f arpA 5’-GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC-3’ 301 Lescat e colaboradores, 2012
ArpAgpE.r 5’GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG-3’
Grupo C trpAgpC.1 trpA 5-AGTTTTATGCCCAGTGCGAG-3’ 219 Lescat e colaboradores, 2012
trpAgpC.2 5’-TCTGCGCCGGTCACGCCC-3’

Condicdes de eletroforese

Aproximadamente 10pL dos produtos resultantes de amplificagdo foram adicionados
a 5uL do corante de acidos nucleicos GelRed (Uniscience®) e 2 pL marcador de cor para
monitorar o processo de eletroforese Blue Juice (Invitrogen®) e submetidos a eletroforese em
gel de agarose na concentracdo 1% (p/v) (Anexo 3, item 1.5) preparado em tampdo Tris-
Borato-EDTA 0,5X com voltagem constante de 100V por 3 horas e 30 minutos. O gel foi




63

inspecionado visualmente em transiluminador de luz ultravioleta (UVITec®, Cambridge,
Reino Unido) e fotografados em sistema de captura de imagem digital (UVIPro silver®,
Cambridge, Reino Unido). Para estimar o tamanho dos fragmentos obtidos foi utilizado o
padréo de 100pb DNA ladder (Invitrogen®). A reprodutibilidade foi avaliada observando-se a
repeticdo do padrdo eletroforético com base em diferentes reacGes de amplificacdo e de

culturas do mesmo isolado.
Classificacdo do agrupamento filogenético

A classificacdo do filogrupo considerou a amplificacdo dos genes investigados assim

como os diferentes combinagdes genéticas conforme quadro (Quadro 05) a seguir:

Quadro 05. Genotipos Quadruplex para a definicdo dos filogrupos de E. coli conforme Clermont e

colaboradores, 2013.

Genétipos de Filogrupagem
arpA chuA yjaA TspE4.C2 Filogrupo
(400bp) (288 bp) (211 bp) (152 bp)
+ - - - A
+ - - + B1
+ - - F
+ + - B2
+ + + B2
+ - + B2
+ - + - AouC
+ + - - DouE
+ + - + DouE
+ + + - E ouClado |
+ - Clado I ou Il
(476)* - - Clado Ill, IV ou V
+ Desconhecido
+ + Desconhecido
+ - + + Desconhecido
+ + + + Desconhecido
- Desconhecido
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5.4.2.2 PCR MULTIPLEX: Amplificacdo de genes especificos para a classificacao de E.
coli em patotipos diarreiogénicos

A deteccdo das sequéncias genéticas uidA, escV, bfpB, stxl, stx2, elt, estla, estlb,
invE,astA, aggR e pic foi realizada através de ensaios de amplificacdo simultanea conforme a

metodologia descrita por Muller et al (2007).

Reacédo de PCR

Para a reacdo foi utilizado um volume final de 25uL contendo 2,5uL de tampédo 10X
(Invitrogen®), 0,3mM de cada dNTP (Invitrogen®), 2,1mM de MgCI2 (Invitrogen®) e
2U/uL de Tag DNA polimerase (Invitrogen®), 14mM 2-mercaptoetanol (Sigma®), 0,14%
Triton X-10 (Sigma®) e as concentra¢des dos iniciadores listadas no Quadro 5. Como fonte
de DNA foi utilizada uma coldnia de cada amostra proveniente de crescimento recente em
agar de tripticaseina de soja (TSA-Difco®). A colbnia foi ressuspensa no mix de reacdo e a
solucdo foi acondicionada em gelo durante 1 minuto. A reacdo foi realizada em termociclador
Mastercycler Personal (Eppendorf®) e programada para desnaturacgdo inicial de 94°C por 5
minutos seguida de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 63°C por 30 segundos e 72°C por 1,5

minuto seguida de uma extensao final de 72°C por 5 minutos.

Condicoes de Eletroforese

Aproximadamente 10uL dos produtos resultantes de amplificagdo foram adicionados a
5uL do corante de &cidos nucleicos GelRed (Uniscience®) e 2 pL marcador de cor para
monitorar o processo de eletroforese Blue Juice (Invitrogen®). A eletroforese foi realizada
em gel de agarose a 1.5% (p/v). O tamanho dos fragmentos foi estimado utilizando o padrdo
de 100pb (Invitrogen). O gel foi inspecionado visualmente em transiluminador de luz
ultravioleta (UVITec®, Cambridge, Reino Unido) e fotografados em sistema de captura de
imagem digital (UVIPro silver®, Cambridge, Reino Unido). Como controles de reagdo seréo
utilizadas as amostras clinicas de E. coli representantes dos seguintes enterotipos: 2431V
(EPEC tipica, eae-bfpA+), 361V (ETEC — It+), 2451 (ETEC - st+), E30138 (STEC -
eae+stx2+, E40705 (STEC — eae+ stx1+), 103V (EAEC aggR+) e 129111 (EIEC inv+). Os
critérios para a definicdo dos patotipos seguiram recomendagdes descritos por Miiller et al,
2007 (Quadro 06) e Tokuda et al, 2010 para descriminagdo das linhagens tipicas e atipicas de
EAEC.
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Quadro 06. Iniciadores utilizados para PCR-multiplex para enteroviruléncia de E. coli (Muller, 2007)

Gene ou Tamanho do Concentracio do
Inmiciador Sequéncia (5°-37) fragmento alvo amplicon (ph) primer {nM)
MP3-escV-F ATTCTGGCTCTCTTCTTCTTTATGGCTG 0.4
MP3-escV-R CGTCCCCTTTTACAAACTTCATCGC escV 544 0.4
MP3-bfpB-F GACACCTCATTGCTGAAGTCG 0.1
MP3-bfpB-R CCAGAACACCTCCGTTATGC bfpR 210 0.1
MP4-stlAF CGATGTTACGGTTTGTTACTGTGACAGC 02
MP4-stxlA-R AATGCCACGCTTCCCAGAATTG s ) 244 02
MP3-st2AF GTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAG 04
MP3-st2A-R AGCGTAAGGCTICTGCTGTGAC k1 ) 324 04
MP2-LT-F GAACAGGAGGTTITCTGCGTTAGGTG 0.1
MP2-LT-R CTTTCAATGGCTTTTTITITGGGAGTC elt 6335 0.1
MP4-STIa-F CCTCTTTTAGYCAGACARCTGAATCASTTG 04
MP4-STIa-R CAGGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG estla 157 04
MP2-STIF TGTCTTTITTCACCTITCGCTC 02
MP2-STI-R CGGTACAAGCAGGATTACAACAC estlh 171 02
MP2-invE-F CGATAGATGGCGAGAAATTATATCCCG 02
MP2-invE-R CGATCAAGAATCCCTAACAGAAGAATCAC invE 166 02
MP2-astAF TGCCATCAACACAGTATATCCG 04
MP2-astA-R ACGGCTTTGTAGTCCTTCCAT astd 102 04
MP2-aggr-F ACGCAGAGTTGCCTGATAAAG 02
Mpl-aggr-R AATACAGAATCGTCAGCATCAGC aggR 400 02
MP2-pic-F AGCCGTTTCCGCAGAAGCC 02
MP2-pic-R AAATGTCAGTGAACCGACGATTGG pic L 111 02
MP2uidA-F ATGCCAGTCCAGCGTTITIGC 02
MP2uidA-R AAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTG widAd 1,487 02

5.5 METODO ESTATISTICO:

A associacdo dos resultados obtidos para filogrupagem entre as areas de risco de

inundacdo R1 e R2 foram determinadas pelo teste Quiquadrado

probabilidade p <0,05.

5.6 Variaveis de interesse, fontes de dados para analise espacial

(X? com valor de

Para analise espacial foram utilizados dados de fontes priméaria e secundaria. Tais

dados foram adquiridos para construcdo de bancos para anélise de georreferenciamento.

5.6.1 Dados primarios (laboratoriais/campo)

A partir dos resultados de ensaios moleculares e da observacdo de campo foi

construido um banco de dados em formatos de tabelas organizados na extens@o csv para que

fossem manipuladas em ambiente georreferenciado. As tabelas foram dispostas para analise

com resultado bruto (total de filogrupos e total de patotipos encontrados no estudo) e tabelas

com a distribuicdo por categoria (nimero de cada filogrupo e cada patotipo encontrado), a fim
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de realizar processamento de mapas estruturais e analisar o padrdo de distribuicdo nas areas

de riso de inundagéo definidas pelo estudo.

5.6.2 Dados secundarios

Foram consultados Mapas do acervo da Prefeitura Municipal de Sdo Gongalo para
analise espacial. Estes sdo oriundos das seguintes fontes:
Mapa das Bacias Hidrograficas do Municipio de Sdo Gongalo na escala 1:110.000 que
integra o Plano Municipal de Reducéo de Riscos, 2005
Mapa de Bairros do Municipio de Sdo Goncgalo na escala 1:110.000 que integra o Plano
Diretor, 2005

Mapa dos Distritos e Bairros na escala 1:110.000 que integra o Plano Diretor, 2005

Consistiu de dados de formato tabular e geoespaciais. Das seguintes fontes:

v Banco de dados em formato tabular (EXCEL) de ocorréncia de Inundacédo construida
pela Coordenadoria Municipal de Defesa Civil de Sdo Gongalo, PMSG entre 0s anos
de 1995 a 2005;

v Divisdo de Bacias Hidrograficas em formato ESRI Shapefile oriundas da

Coordenadoria Municipal de Defesa Civil de Sdo Gongalo, PMSG.

Também foram utilizados dados oriundos das informacGes do Censo 2010 do IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) em formato Shapefile e em formato de tabela
que foram organizados na extensdo xls. Esse banco foi separado por bairro (unidade territorial

de anélise). Seguem as variaveis adotadas para os indicadores analisados:

Proporcéo de Domicilios Servidos por Rede de Abastecimento de Agua:

V012 (planilha Domicilio01_UF/domicilios particulares permanentes com abastecimento de
agua da rede geral) / V02 (planilha Domicilio01_UF/domicilios particulares permanentes) X
100
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Proporcéo de Domicilios Servidos por esgotamento sanitario via rede geral de esgoto ou
pluvial:

V017 (planilha Domicilio01_UF/domicilios particulares permanentes com banheiro de uso
exclusivo dos moradores ou sanitario e esgotamento sanitario via rede geral de esgoto ou

pluvial)/V02 (planilha Domicilio01_UF/domicilios particulares permanentes) x 100

Densidade Populacional:

V002 (Pessoal3_UF/pessoas residentes em domicilios particulares permanentes)/area km?
5.6.2.1 Alocagdo de Mapas Teméaticos

Os mapas foram gerados em ambiente georreferenciado por meio dos programas
Quantum GIS 2.18.8 e Google Earth. A manipulacéo dos dados consistiu na padronizagdo das
escalas do mapeamento, sistema de referéncia e coordenadas. O sistema de referéncia e
coordenadas utilizados foram SIRGASS2000 UTM.

Foram confeccionados Mapas Tematicos com os dados laboratoriais: com o total de
filogrupos e patotipos assim como com cada filogrupo e patotipo separadamente. Dados
obtidos da observacdo de animais no peridomicilio também foram utilizados. Nestes mapas
foram utilizados arquivos vetoriais formato ESRI Shapefile para que fossem observadas a
distribuicdo espacial nas areas de risco de inundacéo definidas pelo estudo:

v Divisdo de Bacias Hidrograficas em formato ESRI Shapefile oriundas da
Coordenadoria Municipal de Defesa Civil de Sdo Gongalo, PMSG;

v’ Hidrografia do Municipio de Sdo Goncalo em formato ESRI Shapefile oriundas
da Coordenadoria Municipal de Defesa Civil de Sdo Gongalo, PMSG

v Divisdo dos municipios do Rio de Janeiro em formato ESRI Shapefile oriundas

da Coordenadoria Municipal de Defesa Civil de Sdo Gongalo, PMSG.

Mapas Temaéticos foram confeccionados com os indicadores de Proporgcdo de
domicilios ligados a rede de abastecimento de &gua, Propor¢cdo de domicilios servidos por
Esgotamento Sanitario via rede geral de esgoto ou pluvial e Densidade Populacional oriundos
de variaveis do Censo 2010 do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica).

Nestes mapas foram utilizados arquivos vetoriais formato ESRI Shapefile para que
fossem observadas a distribuicdo espacial nas &reas de risco de inundacdo definidas pelo
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estudo, a unidade de diviséo utilizada foram os bairros. Estes mapas foram sobrepostos com
os dados encontrados nos mapas de simbolos proporcionais descritos acima (item 6.5.3.1).

5.6.2.2 Perfil de Elevacéo do Terreno e Longitudinal do Rio Alcantara

Para verificar a distribuicdo espacial dos isolados bacterianos em relacdo a elevacéo do
terreno e o perfil longitudinal ao longo do rio foram utilizadas a ferramenta de PERFIL DE
ELEVACAO do Programa Google Earth e 0 mapeamento proposto por Damasco (2014).

O perfil de elevacdo é uma forma de representacdo grafica do terreno e muito
utilizado, seu principal objetivo é auxiliar as analises das formas do relevo, sua morfometria e
sua interpretacdo. A ferramenta foi utilizada para tracar linhas e mostrar o perfil de elevacéo.
O Google Earth utiliza-se de imagens SRTM (Shuttle Radar Topography Mission ) da NASA

para representar o relevo.
6. Resultados

Os resultados foram parcialmente apresentados no Evento Cientifico IV Simpdsio e 5°
Workshop em Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo em Doencas Bacterianas e Fungicas,
realizado nos dias 22 e 23 de novembro de 2018, no auditério do Museu da Vida, no campus
da Fiocruz, no Rio de Janeiro. “Virulent Escherichia coli in surface water of specialized flood
areas in the municipality of Sdo Gongalo”. Autoria: Cristiane dos Santos Sanfins, Adriana

Hamond Regua Mangia, Andréa Sobral de Almeida.

6.1 Identificacdo espacial de areas de risco de inundacdo a partir de dados secundarios

No periodo analisado foi observada uma distribuicdo espacial de ocorréncias de
inundacdo em toda extensao territorial do municipio evidenciadas no mapa de Kernel (Figura
11). As areas com maior densidade de pontos quentes e mais extensas foram observadas
concentradas na regido central do municipio, numa dire¢cdo de norte a sul.

Analisando espacialmente com os dados vetoriais dos limites das bacias hidrogréaficas
do municipio (PMRR/PMSG, 2005) verificou-se que pontos quentes sdo predominantes na
area correspondente a bacia hidrografica do Rio Alcantara (Figura 12). As demais bacias
hidrograficas dos rios que percorrem o municipio (Rio Bomba, Rio Bradoas, Rio
Marimbondo, Pedrinhas, Imboassu, Porto do Rosa, Sub-bacia do Guaxindiba, Goiania e

Aldeia) apresentaram menor densidade de pontos quentes.
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As bacias hidrograficas foram utilizadas como unidade para analise de eventos de
inundacdo assim como os dados secundarios espaciais de forma que foram identificadas
categorizadas em duas areas de risco de inundacdo: Risco Alto (R1), correspondente a area da
a bacia hidrogréafica do Rio Alcantara como limite e Risco Baixo (R2), para as demais areas
das bacias hidrograficas situadas no municipio. Foi verificado que os pontos de ocorréncia de
inundac&o estdo associados com a presenca de corregos e rios em areas mais planas das bacias

hidrograficas supracitadas e correspondem a areas densamente urbanizadas.



Figura 11. Densidade de Kernel dos chamados de ocorréncia de inundagdo, municipio de Sdo Gongalo (Defesa Civil 1995-2005), RJ.
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Figura 12. Mapa das areas de risco de inundagdo (R1: Risco Alto e R2: Risco Baixo) definidas quanto a densidade de Kernel eseus respectivos pontos de coleta de

agua superficial, Sdo Gongalo, RJ.
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6.2 Coleta de agua superficial nas areas de risco de inundacdo (R1 e R2), isolamento e
identificacdo de Escherichia coli

Foram realizadas coletas de 4gua superficial em 30 pontos selecionados aleatoriamente
dentro das &reas de risco de inundagdo definidas para o estudo (Iltem 7.1). As coletas foram
realizadas nos periodo de outubro de 2017 a abril de 2018, nas Areas de Alto Risco de
Inundacdo R1 (N= 21) abrangendo os bairros Colubandé, Jardim Catarina, Bom Retiro,
Tribobo, Coelho, Alcantara, Maria Paula, Mutondo, Joquei, Luiz Cacador e Palmeiras, assim
como nas Areas de Baixo Risco de Inundacio R2 (N=09) abrangendo os bairros Mutuaguagu,
Paraiso, Gradim, Brasilandia, Boagu, Venda da Cruz, Ipiiba.

Foram obtidos 167 isolados bacterianos de E. coli sendo 116 provenientes das Areas
de Risco de Inundacdo R1 e 51 amostras em R2. Em quatro pontos de coleta ndo foi possivel
isolamento de E. coli, sendo que 3 pontos estavam na area de risco de inundacdo R1 e 1
ponto, na area R2. Nos Graficos 1 e 2 verificou-se que os pontos em R1 obtiveram mais
isolados da espécie bacteriana comparada a area R2 (Tabela 01). Entretanto em média foram
obtidos 6 isolados de E. coli por ponto de coleta para ambas as areas de risco de inundagéo
(Gréficos 01 e 02).

6.3 Caracteristicas dos parametros ambientais dos pontos georreferenciados

A partir da ficha de observacdo de campo (Anexo 02), foi realizada a caracterizacdo
ambiental para cada ponto de coleta de agua superficial, 0 que permitiu constatar que as areas
dos pontos de coleta apresentam intensa degradacdo ambiental (Tabela 02; Figuras 13 a 15).

Foi observado que as diversas habitacdes fazem conexdo direta de canos para despejo
dos seus efluentes sanitarios domésticos nos cdrregos (R1 e R2 = 100%). Também foi
registrada a presenca de descarte de residuos sélidos em diversos pontos de coletas (R1=94,8;
R2=100%). Também foi observado o descarte de lixo em grande parte dos pontos de coleta,
0s quais estavam depositados junto as margens e também dentro da calha dos cérregos e rios.

Foi observado que os pontos de amostragem de agua superficial estdo em areas de
relevo plano, algumas estavam localizadas logo apds suaves declives. Foi verificado que
havia vegetagcdo de manguezal muito proximo a alguns pontos de coleta, muito embora as
caracteristicas destes ecossistemas tenham sido intensamente modificadas devido a aterros e

desmatamentos.
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Tabela 01. Total de isolados de Escherichia coli por area de risco, bacia hidrografica e bairro correspondentes,

S&o Gongalo, RJ.

Risco Bacia Hidrografica Bairro ID E. Coli (n=167)

R1 Colubandé SG 1 (1001 a 1012) 12
(n=21) Jardim Catarina SGII (1001 a 1005). 05
Colubandé SGIV (00) 00
Bom Retiro SGX (1000 a 1006) 06
Jardim Catarina SGXI (1000 a 1004) 04
Tribobé SGXIII (1001 a 1008) 08
Colubandé SGXIV (1001 a 1010) 10
Colubandé SG XV (00) 00
Coelho SGXVI (1001 a 1011) 11
Bacia do Rio Alcantara Alcantara SGXVII (00) 00
Maria Paula SGXVIII (1001 a 1002) 02
Maria Paula SGXIX (1001 a 1005) 05
Alcéantara SGXX (1001 a 1004) 04
Alcéntara SGXXI (1001 a 1004) 04
Mutondo SGXXII (1001 a 1007) 07
Jardim Catarina | SGXXIV (1001 a 1006) 06
Joquei SGXXVI (1001 a 1008) 08
Luiz Cagador SGXXVII (1001 a 1005) 05
Palmeiras SGXXVIII (1001 a 1005) 05
Palmeiras SGXXIX (1001 a 1003) 03
Colubandé SGXXX (1001 a 1011) 11

Total : 116
R2 ) Mutuaguagt SG 111 (1001 a 1006) 06
(n=9) Bacia Porto do Rosa Mutuaguagt SGXXV (1001 a 1006) 06
Bacia Marimbondo Paraiso SGV (1001 a 1007) 07
Gradim SGXII (1001 a 1007) 07
Bacia Imboag( Brasilandia SGVI (1001 a 1006) 06
Boag SGVII (1001 a 1009) 09
Bacia Bomba Venda da Cruz SGVIII (00) 00
Bacia Pedrinhas Brasilandia SGIX (1001 a 1006) 06
Bacia Aldeia Ipiiba SGXXIII (1001 a 1004) 04

Total : 51
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Gréfico 01. Isolados de Escherichia coli obtidos por ponto de coleta para area de risco de inundagdo R1, Sao

Gongalo, RJ
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Gréfico 02. Isolados de Escherichia coli obtidos por ponto de coleta para area de risco de inundagdo R2, Séo

Gongalo, RJ

MN® de Isolados
=

=]

&G
SEXNV
GV
SGxll
SGVI
SGVI
GV
5GIX
SGXXIN
Meédia

Pontos de coleta emR1

A degradacdo das margens dos rios como o desmatamento da mata ciclar contribui
para erosdo levando ao assoreamento que ocasiona diminui¢do do fluxo hidrico. Nos pontos
em gue foram coletadas amostras de agua superficial foi verificado que as habitagdes ocupam
tanto areas mais afastadas do rio quanto as margens destes 0 que causou intensa
descaracterizacdo do canal fluvial. Também foi observado que em diversos pontos os rios
foram manilhados e edificagcbes foram construidas sobre o leito do rio nestes locais.
Observou-se pouca ou total auséncia de vegetacdo que compde a mata ciliar assim como
também foram visualizados depositos de sedimento em diversos pontos coletados (Figuras 13
a 15).
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Considerando a importancia de animais como reconhecidos reservatorios de linhagens
patogénicas de E. coli, a caracterizacdo ambiental incluiu também a observacdo quanto a sua
presenca no peridomicilio. Foi observada a presenca em diversos pontos de coletas animais
dispersos, tanto os de pequeno porte (domésticos) como cées e gatos, assim como bovinos,

equinos e suinos. A temperatura média da agua registrada foi de 28,4°C (Tabela 02).

Tabela 02. Parametros ambientais e isolados de Escherichia coli, Sdo Gongalo, RJ.

Parametros Ambientais Isolados Bacterianos por Area de Risco (N/%)
R1 (n=21) R2(n=9)
Parametros ambientais N % N %

Servicos de Infraestrutura Sanitaria

Esgoto doméstico despejado no ambiente 21 100 9 100

Descarte irregular de lixo no ambiente 19 94,8 10 100

Caracterizacao do Relevo

Encosta 0 0
Planicie 21 100 9 100
Manguezal 4 20 1 11

Ocupacédo Humana

Préximo ao rio (< 30 m) 18 90 9 100
Longe do rio 21 100 9 100
Sobre o rio 15 67 9 100

Presenca de Animais no Peridomicilio

Boi 3 15 1 5
Cavalo 1 5 0
Gato 1 5 0
Céo 2 10 0
Porco 3 15 0

Temperatura média (°C) 28°C 28°C




Figura 13. Area R2 - Rio Imboasst (esquerda) e Rio Marimbondo (direita), Sdo Gongalo, RJ

[ 4

(Fotografias: Cristiane dos Santos Sanfins)

Figura 15. Areas R2 e R1 — Rio das Pedrinhas (esquerda) e Rio Colubanbé (direta), Sdo Gongalo, RJ

o

(Fotografias: Cristiane dos Santos Sanfins)
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6.4 Caracterizacdo genética das amostras bacterianas

6.4.1 PCR-QUADRUPLEX para classificacdo do agrupamento filogenético

Os resultados da filogrupagem demonstram que todos os isolados de E. coli
analisados neste estudo foram categorizados nos grupos descritos pela metodologia PCR-
quadruplex (Clermont, 2013). Os isolados de E. coli foram caracterizados majoritariamente
no grupo A (44%, 74/167) seguindo pelos grupos B1 (40%, 66/167), B2 (11%, 19/167) e em
menor proporc¢do os grupos C (0,6%, 1/167), D (1%, 2/167), E (1%, 2/167) e F (2%, 4/167).

A filogrupagem detectou diferentes perfis genéticos com base nas diferentes
combinagOes dos genes arpA, chuA, yjaA, do fragmento de DNA TSPE4.C2, trpAgpC.1 e
ArpAgpE.f. O filogrupo A (N= 74)apresentou 3 genotipos diferentes (A - - - - - - A -+ - -
, Ag - - + - - -) representando 4% (3/74), 11% (8/74) e 85% (63/74) respectivamente. O
filogrupo B1 com 5 filotipos (B1; --+---, Bl +--+-- Blg+-++-- Bly---+-- Bls-
-+ +--) e as propor¢des de 1,5% (1/66), 3% (2/66), 5% (3/66), 24% (16/66) e 67% (44/66)
respectivamente. O maior nimero de combinacdes foi encontrado no filogrupo B2 com 6
genoétipos, (B2 +++ +--, B2+ ++--- B2 --++--, B2y---+-- B2-+++-- B2+ +---),
representando 5% (1/19) para 0s genoétipos B2;, B2,, B23, B24, 37% (7/19) para B2s e 43%
(8/19) para os gendtipos B2, o filogrupo F apresentou 2 filotipos (Fy + + - - -+, Fo- + - - - 4)
com as proporcdes de 25% (1/4) e 75% (3/4). Para os demais filogrupos foram encontrados
um Unico genotipo sendo C (+-+-+-),D(-+----)e E (+ + -+ - +), com as proporcdes
referentes ao total de amostras 0,6% (1/1), 1% (2/2) e 0,6% (1/1) respectivamente ( Figura 16,
Tabela 03).
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Figura 16. Perfis eletroforéticos dos agrupamentos filogenéticos de E.coli, Sdo Gongalo, RJ.
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Colunas: (1) padréo de peso molecular 100pb; (2) XX11001 (B1: arpA -; chuA -; yja -; TSPE4.C2 +); (3) XXI11004 (B1: arpA -; chuA-; yja -;
TSPE4.C2 +); (4) XIV1003 (A: arpA -; chuA -; yja +; TSPE4.C2 -); (5) 1111004 (B2: arpA -; chuA +, yjaA +, TSPE4.C2 +); (6) XXI1X1001
(A: arpA -; chuA -; yja +; TSPE4.C2 -); (7) XXVI1008 (A: arpA -; chuA -; yja +; TSPE4.C2 -); (8) XXV111002 (D: arpA -; chuA +; yja -;
TSPE4.C2 -) (9) XXI11005 (A: arpA -; chuA -; yja -; TSPE4.C2 -); (10) 11008 (B1: arpA -; chuA -; yja -; TSPE4.C2 +); (11) V1001 (A: arpA
-; chuA -; yja +; TSPE4.C2 -) e (12) VII1009 (B2: arpA -; chuA +; yja +; TSPE4.C2 +).

Tabela 03. Perfil filogenético dos isolados de Escherichia coli, Sdo Gongalo, RJ.

Filogrupo Filotipo Total de isolados/Filogrupo
arpA chuA yjaA TspE4.C2 trpA(C) arpA(E) N (%)
N (%)
A AL - (3174, 4%) 74 (44%)
A, R (8/74, 11%)
Az S-t--- (63/74, 85%)
B1 B1, - (1/66, 1,5%) 66 (40%)
B1, PR (2/66, 3%)
B1; +-++-- (3/66, 5%)
Bl, - (44166, 67%)
Bls cet - (16/66, 24%)
B2 B2, +4+++-- (1/19, 5%) 19 (11%)
B2, +++--- (2/19, 5%)
B2, cet - (119, 5%)
B2, et - (1/19, 5%)
B2 -ttt (7119, 37%)
B2 R (8/19, 43%)
[ PR (1/1, 100%) 01 (0,6%)
D St (2/2, 100%) 02 (1%)
E ++-+-+ (1/1, 100%) 01 (0,6%)
F F, FRR— (174, 25%) 04 (2%)
F, oot (3/4, 75%)
Total 167 (100%)
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6.4.1.1 Filogrupagem por area de coleta

O Grafico 03 e a Tabela 04 apresentam a distribuicdo dos filogrupos encontrados nos
bairros e bacias hidrograficas que compde as areas de risco de inundacdo. Os filogrupos A,
B1 e B2 apresentaram 0s maiores percentuais nas duas areas de riscos (R1: A= 44%, Bl=
38%, B2= 12% e R2: A= 45%, B1= 39%, B2= 12%). Os filogrupos A e Bl estiveram
presentes em todos os bairros que compde a area de risco de inundacéo R1.

Os bairros Colubandé (R1) e Mutuaguaci (R2) possuem 0s maiores ndmeros
absolutos de isolados de E.coli, entretanto foram encontrados os filogrupos A, B1 e B2. Foi
verificada presenca de todos os filogrupos na area de risco de inundagdo R1, porém em R2
ndo foram detectados os filogrupos C e E. Os filogrupos D e F foram os menos frequentes,
sendo o filogrupo D (1%, 2/167) detectado em ambas as areas de risco e, o filogrupo F (2%,
4/167) detectado apenas em R1.

Considerando a distribuicdo dos filogrupos conforme bacia hidrografica, os isolados
obtidos da bacia do Rio Alcantara corresponderam ao maior percentual (70%, 116/167)
enquanto nas bacias hidrograficas da area de Risco R2, a frequéncia foi menor, com
percentuais variando dee 2% (4/167) no Rio Guaxindiba a 7% (12/167) na bacia Porto do
Rosa (Tabela 04).

Grafico 03. Grupos filogenéticos das amostras de Escherichia coli por area de risco de inundagdo, Sdo Gongalo,
RJ.
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Tabela 04 . Distribuicdo dos filogrupos
hidrogréfica e bairro, Sdo Gongalo, RJ.
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de Escherichia coli conforme area de uso de inundagdo, bacia

Isolados
p . . A B1 B2 C D E F
Area de Risco de Bacia . por
x : e Bairro (N) (N) (N) (N) (N) (N) (N) .
Inundacéo Hidrografica bairro
N (%)
8/167
Alcéntara 4 4 0 0 0 0 0
(5%)
. 6/167
Bom Retiro 2 2 1 0 0 1 0
(4%)
33/167
Colubandé 16 13 4 0 0 0 0
(28%)
11/167
Coelho 6 3 1 0 0 0 1
(10%)
Jardim 15/167
. 3 7 3 1 0 0 1
Catarina (9%)
. . 8/167
Rio Alcantara Joquei 3 4 1 0 0 0 0
(5%)
R1 ] 7/167
Maria Paula 4 1 0 1 0 0 1
(4%)
7/167
Mutondo 5 2 0 0 0 0 0
(4%)
. 8/167
Palmeiras 4 1 3 0 0 0 0
(5%)
. 5/167
Luiz Cagador 2 2 0 0 1 0 0
(3%)
. 8/167
Tribobd 2 6 0 0 0 0 0
(4%)
1/11
51/116 45/116 13/116 2/116 1/116 3/116 116/167
Total de Isolados R1 6
(44%) (38%) (12%) (2%) (1%) 19%) (3%) (70%)
0
. 9/167
Rio Imboagu Boagu 0 8 1 0 0 0 0
(5%)
12/167
Rio Imboagu Brasilandia 5 6 0 0 0 0 1
(4%)
Rio 7/167
. Gradim 4 1 2 0 0 0 0
Marimbondo (4%)
Rio 71167
Paraiso 5 0 2 0 0 0 0
R2 Marimbondo (5%)
Rio 4/167
Ipiiba 3 0 0 0 1 0 0
Guaxindiba (2%)
12/167
Porto do Rosa Mutuaguagt 6 5 1 0 0 0 0
(7%)
Rio Bomba Venda da Cruz 0 0 0 0 0 0 0 0
23/51 20/51 6/51 1/51 1/51 51/167
Total de Isolados R2 0 0
(45%) (39%) (12%) (2%) (3%) (30%)
01
74 65 19 02 02 04 167,
Total de Isolados (0,6
(44%) (40%) (11%) (1%) (1%) %) (2%) 100%
0
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6.4.2 PCR-MULTIPLEX para enteroviruléncia de Escherichia coli

Os ensaios moleculares detectaram genes de enteroviruléncia em 24% (40/167) dos
isolados de E. coli (Figura 17). Nove gendtipos de enterovirulencia (I a 1X) permitiram
caracterizar os isolados nos seguintes patotipos: 01/40 STEC (stx2/astA), 01/40 STECHEAEC
(stx2 e aggR), 01/40 ETEC (estla/astA), 01/40 aEPEC/tEAEC (escV/aggR/astA), 02/40
tEAEC (aggR/astA/pic e aggR) e 34/40 aEAEC (astA/pic, astA e pic) (Tabela 05). Segundo a
metodologia adotada (Miller, 2007) para que a amostra seja considerada pertencente ao
patotipo EAEC, esta deveria ser positiva para carreadora do gene aggR ou para uma
combinacdo de pelo menos dois dos trés marcadores deste patotipo (aggR, astA e pic). A
metodologia descrita por Tokuda (2010) foi utilizada para descriminar tEAEC com a presenca
do gene aggR e aEAEC sem a presenca do gene aggR.

Com relacdo ao total de isolados de E. coli pesquisados neste estudo, o gene de
enteroviruléncia astA foi 0 mais prevalente com proporcao de 22% (37/167) seguido de aggR
e pic com 2% (4/167) apresentando predominancia de genes que caracterizam o patotipo
EAEC (tipico e atipico). Os genes stx2, escV e estla apresentam propor¢Ges minoritarias de
1% (1/167) para cada. O marcador genético uidA esteve presente em 100% das amostras nos
ensaios pilotos e confirmadas nas repeti¢des necessarias (n=167) (Gréafico 04).

Figura 17. Perfis eletroforéticos obtidos a partir da amplificacdo simultanea dos genes de enteroviruléncia de
E.coli.

12 3 45 6 7 8 9 10 11 12

Legenda: Gel n°1 (direita) (1) SGI1001 (pic+), (11) SGXVI1001 (astA+); Gel n°2 (esquerda) (9) SGXIV1002
(aggR +, stx2+).



Tabela 05. Perfis genéticos de enteroviruléncia em isolados de E.coli, Sdo Gongalo, RJ

perfil de Marcadores Numero total de
S genéticos de Patotipo Grupo filogenético (N) amostras
Viruléncia AR =

enteroviruléncia (N=40)

| astA aEAEC A(15),B1(13),B2 (1) e D (1) 31 (78%)
1l astA/pic aEAEC A(2) 2 (5%)
i pic aEAEC A(2) 1 (3%)
v aggR tEAEC A1) 1 (3%)
\Y aggR/astA/pic tEAEC AQ) 1 (3%)
VI escV/aggR/astA aEPEC/HEAEC A(1) 1 (3%)
VII estla/astA ETEC A 1 (3%)
VI stx2/astA STEC/aEAEC B1 (1) 1 (3%)
IX stx2/aggR STEC/HEAEC A1) 1 (3%)
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Legenda: aEAEC (atypical enteroagregative Escherichia coli), tEAEC (typical enteroagregative Escherichia
coli), aEPEC (atipical enteropathogenic Escherichia coli), ETEC (enterotoxigenic Escherichia coli), STEC
(Shiga Toxin-producing Escherichia coli)

Gréfico 04. Proporcéo dos marcadores genéticos de enteroviruléncia presentes no total de isolados de

Escherichia coli, Sdo Gongalo, RJ.
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6.4.2.1 Enteroviruléncia de Escherichia coli por area de coleta

Na area de Risco de Inundacdo R1 21% (N=24/116) dos isolados foram carreadores de
marcadores de enteroviruléncia (Tabela 06). Na proporcdo dos genes que foram detectados
por &rea conforme total de isolados em R1(Grafico 05) verificamos que o gene astA foi 0 mais
frequente com 19% (22/116) seguido dos genes aggR e pic com 3% (3/116), os genes stx2
(2%, 2/116) e escV (1%, 1/116) foram detectados apenas nesta area de risco de inundacao.
Dos nove perfis de enteroviruléncia encontrados, R1 teve representacdo de sete perfis, sendo
que foi possivel categorizar 20 isolados como pertencentes ao patotipo EAEC atipica (astA,
astA/pic e pic), 01 EAEC tipica (aggR/astA), 01 STECHEAEC (stx2/aggR), 01 STEC
(stx2/astA) e (01) EPEC atipica/EAEC tipica (escV/aggR). Todos os onze bairros que
compdem a Area de Risco de Inundacdo R1 apresentaram isolados carreadores de genes de
enteroviruléncia de E. coli. Os bairros com maiores percentuais de isolados foram Colubandé
(7%, 11/167) e Coelho (3%, 5/167). O bairro Colubandé apresentou maior diversidade de
perfis de enteroviruléncia (4) (Tabela 06).

Na Area de Risco de Inundacdo R2 foi obtida uma proporcdo maior de isolados
carreadores genes de enteroviruléncia, apresentando proporgéo de 31% (16/51). O gene mais
astA foi o mais frequente (29%, 15/51) e 0 genes aggR e pic acompanham as proporc¢des de
2% (1/51) cada, o gene estla foi detectado apenas nesta area de risco de inundacdo (2%, 1/51).
A érea apresentou quatro perfis de enteroviruléncia e 14 isolados representam o patotipo
EAEC atipica (astA) (27%, 1/51), 01 EAEC tipica (aggR) (2%, 1/51) e 01 ETEC (estla/astA)
(2%, 1/51). Na Area de Risco de Inundagdo R2 isolados de E. coli carreadoras de genes de
enteroviruléncia foram mais frequentes nos bairros Mutuaguacu (3,5%, 6/167) e Gradim
(2,3%, 4/167). Os bairros Gradim, Ipiiba e Mutuaguagu apresentaram o maior diversidade de
perfis de enteroviruléncia (03) (Tabela 07).

No Gréafico 06 foram comparadas as propor¢oes de E. coli diarreiogénicas (DEC)
encontradas nas Areas de Risco de Inundacio R1 e R2. Neste foi verificado que embora
tenha sido obtido maior niimero de isolados de E. coli nas Areas de Risco de Inundagéo R1, a
area R2 apresentou maior percentual de isolados com potencial de viruléncia e maior
diversidade de perfis de enteroviruléncia quando comparada a R1 (Grafico 06). Os perfis de

enteroviruléncia | e 11 foram compartilhados em ambas as areas de risco de inundacéo.



Graéfico 05. Proporgao dos genes nas amostras de Escherichia coli segundo a Area de Risco de Inundacao,

Gréfico 06. Proporcao de perfis de viruléncia nas amostras de Escherichia coli quanto a Area de Risco de
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Tabela 06. Distribuicdo de marcadores genéticos de enteroviruléncia investigados nas amostras de Escherichia coli por area de coleta

p aggR
Area de aggRr stx2
. astA . astA estla stx2 . Total por
Risco de astA . pic astA aggR Patotipo ) )
pic aggR ) escV astA astA Area Risco
Inundacéo pic
R1 aEAEC 20/116 (17%)
tEAEC 1/116 (1%)
18 /116 | 1/116 1/116 1/116 1/116 1/116 | 1/116
0 0 STEC 1/116 (1%) 24/116 (21%)
(16%) (1%) (1%) (1%) (1%) (1%) (1%)
STECHEAEC 1/116 (1%)
aEPEC/HEAEC 1/116 (1%)
R2 aEAEC 14/51 (27%)
13/51 1/51 1/51 1/51
0 0 0 0 0 tEAEC 1/51 (2%) 16/51 (31%)
(25%) (2%) (1%) (1%)
ETEC 1/51 (2%)
Total 31/40 2 1 1 1 1 1 1 1 40
(78%) (5%) (3%) (3%) (3%) (3%) (3%) (3%) (3%)
167
31 2 1 1 1 1 1 1 1
40/167 (24%)
(19%) (1%) | (0,6%) | (0,6%) | (0,6%) | (0,6%) | (0,6%) | (0,6%) | (0,6%)




Tabela 07. Distribuicdo de marcadores genéticos de enteroviruléncia investigados nas amostras de Escherichia coli por area de coleta

Isolados com Isolados por
STEC EPEC Enteroviruléncia por Bairro/ Total de
Bacia aEAEC tEAEC STEC ETEC Perfil
, Bairro tEAEC tEAEC Bairro/ E. coli por
Area de Risco Hidrografica N) N) N) N) Enteroviruléncia
N) N) Total de E. coli bairro
de Inundagdo
N (%) N (%)
Alcéntara 1 0 0 0 0 0 1 /167(1%) 1/8 (13%) 1(01)
R 1(08), 11 (01), 111 (01)
Colubandé 8 1 1 1 0 0 11/167(7%) 11/33(33%)
eV (01)
Jardim
. 1 0 0 0 0 1 2/167(1%) 2/15(13%) 1 (01) e VI (01)
. Catarina
Rio
R1 Alcantara Maria Paula 1 0 0 0 0 0 1/167(1%) 1/7 (14%) 1 (01)
Palmeiras 1 0 0 0 0 0 1/167(1%) 1/8 (13%) 1 (01)
Tribob6 3 0 0 0 0 0 3/167(2%) 3/8 (38%) 1 (03)
Coelho 5 0 0 0 0 0 5/167(3%) 5/11 (45%) 1 (05)
Total R1 20 1 1 1 0 1 24/167 (14%) 24/90 (%) 24
Rio Boagu 1 0 0 0 0 0 1/167(1%) 1/9 (11%) 1(01)
Imboagu Brasilandia 1 0 0 0 0 0 1/167(1%) 1/12 (8%) 1 (01)
Rio Gradim 3 1 0 0 0 0 4/167(2,3%) 417 (57%) 1(03) e IV (01)
Marimbondo Paraiso 1 0 0 0 0 0 1/167(1%) 17 (14%) 1 (01)
R2 Rio .
L Ipiiba 3 0 0 0 0 0 3/167 (2%) 3/4 (75%) 1(02) e 11 (01)
Guaxindiba
Porto
Mutuaguagu 5 0 0 0 1 0 6/167 (3,5%) 6/12 (50%) 1 (05) e VII (01)
do Rosa
Total R2 14 1 0 0 1 0 16/167 (10%) 16/51 (31%) 16




Tabela 08.: Caracteristicas gerais dos isolados de Escherichia coli incluidos no estudo, Sdo Gongalo, RJ.
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ID Laboratério

Risco | Data da coleta Local de coleta Bairro arpA | chuA | yjaA | TspE4_C2 | trpAgpC.1(A/C) | ArpAgpE | Filogrupo | Genes enteroviruléncia detectados Patotipo
SG 11001 R1 | 19 10 2017 | Bacia do Rio Alcantara Colubandé pos | neg | pos neg neg neg A uidA, pic EAECa
SG 11002 R1 | 19 10 2017 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SG 11003 R1 | 19 10 2017 | Baciado Rio Alcantara Colubandé pos | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SG 11004 R1 | 19 10 2017 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA, pic, astA EAECa
SG 11005 R1 | 19 10 2017 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SG 1 1006 R1 | 19 10 2017 | Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SG 11007 R1 | 19 10 2017 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SG 11008 R1 | 19 10 2017 | Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SG 11009 R1 | 19 10 2017 Bacia do Rio Alcantara Colubandé pos | pos | pos neg neg neg B2 uidA
SG 11010 R1 | 19 10 2017 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGI1011 R1 | 19 10 2017 | Baciado Rio Alcantara Colubandé pos | neg | pos neg neg neg C uidA
SGI1012 R1 | 19 10 2017 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA, pic, aggR, astA EAECt
SGI111001 R1 | 19 10 2017 | Baciado Rio Alcantara |Jardim Catarina| neg | neg | neg neg neg neg A uidA
SGI111002 R1 | 19 10 2017 Bacia do Rio Alcantara | Jardim Catarina| neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGI11003 R1 | 19 10 2017 | Bacia do Rio Alcantara |Jardim Catarina| neg | pos | pos pos neg neg B2 uidA
SGI111004 R1 | 19 10 2017 Bacia do Rio Alcantara | Jardim Catarina| neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGI11005 R1 | 19 10 2017 Bacia do Rio Alcantara | Jardim Catarina| neg | pos | pos pos neg neg B2 uidA
SGII11001 R2 | 24 10 2017 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | neg | neg | pos neg pos neg C uidA
SG 1111002 R2 | 24 10 2017 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGII11003 R2 | 24 10 2018 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | neg | neg | pos neg neg neg A uidA, pos, astA ETEC
SGI111004 R2 | 24 10 2019 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | neg | pos | pos pos neg neg B2 uidA, astA EAECa
SGII11005 R2 | 24 10 2020 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGII11006 R2 | 24 10 2021 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | neg | neg | pos pos neg neg Bl uidA, astA EAECa
SGIV R1 | 07_11 2017 Bacia do Rio Alcantara Colubandé 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SGV1001 R2 | 07_11 2017 |Baciado Rio Marimbondo Paraiso neg | neg | pos neg neg neg A uidA
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ID Laboratério | Risco | Data da coleta Local de coleta Bairro arpA | chuA | yjaA | TspE4_C2 | trpAgpC.1(A/C) | ArpAgpE | Filogrupo | Genes enteroviruléncia detectados Patotipo
SGV1002 R2 | 07_11_2018 | Bacia do Rio Maribondo Paraiso neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGV1003 R2 | 07_11 2018 | Bacia do Rio Maribondo Paraiso neg | pos | pos neg neg neg B2 uidA
SGV1004 R2 | 07_11_2018 | Bacia do Rio Maribondo Paraiso neg | pos | pos neg neg neg B2 uidA
SGV1005 R2 | 07_11_2018 | Bacia do Rio Maribondo Paraiso neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGV1006 R2 | 07_11 2018 | Bacia do Rio Maribondo Paraiso neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGV1007 R2 | 07_11 2018 | Bacia do Rio Maribondo Paraiso neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGVI1001 R2 | 28 11 2017 Bacia do Rio Imboagu Brasilandia neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGVI11002 R2 | 28_11 2017 Bacia do Rio Imboacu Brasilandia neg | neg | pos neg neg neg Bl uidA
SGVI11003 R2 | 28 11 2017 Bacia do Rio Imboagu Brasilandia neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGVI11004 R2 | 28 11 2017 Bacia do Rio Imboagu Brasilandia neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGVI11005 R2 | 28_11_2017 Bacia do Rio Imboacu Brasilandia neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGVI11006 R2 | 28 11 2017 Bacia do Rio Imboagu Brasilandia neg | neg | pos neg neg neg A uidA

SGV111001 R2 | 28_11_2017 Bacia do Rio Imboacu BoagU neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA, astA EAECa
SGVI111002 R2 | 28 11 2017 Bacia do Rio Imboagu BoagU neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGV111003 R2 | 28_11_2017 Bacia do Rio Imboacu BoagU neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGV111004 R2 | 28_11_2017 Bacia do Rio Imboacu BoagU neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGVI11005 R2 | 28 11 2017 Bacia do Rio Imboagu BoagU neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGV111006 R2 | 28_11_2017 Bacia do Rio Imboacu BoagU neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGVII1007 R2 | 28 11 2017 Bacia do Rio Imboagu BoagU neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGV111008 R2 | 28_11_2017 Bacia do Rio Imboacu BoagU neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGVII11009 R2 | 28 11 2017 Bacia do Rio Imboagu BoagU neg | pos | pos neg neg neg B2 uidA
SGVIII R2 | 28 11 2017 Bacia do Rio Bomba VendadaCruz | O 0 0 0 0 0 0 0 0
SGI1X1001 R2 | 09 01_2018 Bacia do Rio Imboacu Brasilandia neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGI1X1002 R2 | 09 _01_2018 Bacia do Rio Imboagu Brasilandia neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGI1X1003 R2 | 09 01_2018 Bacia do Rio Imboacu Brasilandia neg | neg | neg pos neg neg Bl uidA
SGI1X1004 R2 | 09 _01_2018 Bacia do Rio Imboagu Brasilandia neg | pos | neg neg neg neg F uidA
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ID Laboratério | Risco | Data da coleta Local de coleta Bairro arpA | chuA | yjaA | TspE4_C2 | trpAgpC.1(A/C) | ArpAgpE | Filogrupo | Genes enteroviruléncia detectados Patotipo
SGIX1005 R2 | 09_01_2018 Bacia do Rio Imboagu Brasilandia neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGI1X1006 R2 | 09 01 2018 Bacia do Rio Imboacu Brasilandia neg | neg | neg pos neg neg Bl uidA, astA EAECa
SGX1001 R1 | 09_01_2018 | Baciado Rio Alcantara Bom Retiro | neg | pos | pos pos neg neg B2 uidA
SGX1002 R1 | 09_01_2018 | Baciado Rio Alcantara Bom Retiro | neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGX1003 R1 | 09 01 2018 Bacia do Rio Alcantara Bom Retiro neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGX1004 R1 | 09 01 2018 | Baciado Rio Alcantara Bom Retiro pos | pos | neg pos neg pos E uidA
SGX1005 R1 | 09 01 2018 Bacia do Rio Alcantara Bom Retiro neg | neg | neg neg neg neg A uidA
SGX1006 R1 | 09_01_2018 | Bacia do Rio Alcantara Bom Retiro | neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXI11001 R1 | 09 01 2018 Bacia do Rio Alcantara | Jardim Catarina | neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXI11002 R1 | 09 01 2018 Bacia do Rio Alcantara | Jardim Catarina | neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXI11003 R1 | 09 01 2018 | Baciado Rio Alcantara |Jardim Catarina| neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA, escV, aggR, astA EAECt
SGXI11004 R1 | 09 01 2018 Bacia do Rio Alcantara | Jardim Catarina | neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA aEAEC
SGXI11001 R2 | 09 01 2018 |Bacia do Rio Marimbondo Gradim neg | pos | pos pos neg neg B2 uidA, astA EAECa
SGXI111002 R2 | 09 01 2018 |Bacia do Rio Marimbondo Gradim neg | neg | pos neg neg neg A uidA, aggR EAECt
SGXI11003 R2 | 09 01 2018 |Bacia do Rio Marimbondo Gradim neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXI11004 R2 | 09 01 2018 |Bacia do Rio Marimbondo Gradim neg | pos | pos neg neg neg B2 uidA
SGXI111005 R2 | 09 01 2018 |Bacia do Rio Marimbondo Gradim neg | neg | neg neg neg neg A uidA
SGXI11006 R2 | 09 01 2018 |Bacia do Rio Marimbondo Gradim neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA, astA EAECa
SGXI11007 R2 | 09 01 2018 |Bacia do Rio Marimbondo Gradim neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGXI111001 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Tribobd neg | neg | neg pos neg neg Bl uidA, astA EAECa
SGXI111002 R1 | 12_03 2018 | Baciado Rio Alcantara Triboho neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXI111003 R1 | 12_03 2018 | Baciado Rio Alcantara Triboho neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA, astA EAECa
SGXI111004 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Tribobd neg | neg | neg pos neg neg Bl uidA
SGXI111005 R1 | 12_03 2018 | Baciado Rio Alcantara Triboho neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXI111006 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Tribobd neg | neg | neg pos neg neg Bl uidA
SGXI111007 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Triboho neg | neg | pos neg neg neg A uidA
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ID Laboratorio | Risco | Data da coleta Local de coleta Bairro arpA | chuA | yjaA | TspE4_C2 | trpAgpC.1(A/C) | ArpAgpE | Filogrupo | Genes enteroviruléncia detectados Patotipo
SGXI111008 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Triboho neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXIV1001 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | neg pos neg neg Bl uidA, astA EAECa
SGXI1V1002 R1 | 12_03_2018 | Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA, aggR, stx2 EAECt_STEC
SGXIV1003 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXIV1004 R1 | 12 03 2018 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXIV1005 R1 | 12_03_2018 | Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXIV1006 R1 | 12 03 2018 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXIV1007 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXIV1008 R1 | 12 03 2018 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXIV1009 R1 | 12 03 2018 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA, astA EAECa
SGXIV1010 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SG XV R1 | 12 03 2018 Bacia do Rio Alcantara Colubandé 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SGXVI11001 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Coelho neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGXVI11002 R1 | 12_03 2018 Bacia do Rio Alcantara Coelho neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXVI11003 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Coelho pos | neg | pos pos neg neg B1 uidA, astA EAECa
SGXVI11004 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Coelho pos | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXVI11005 R1 | 12_03 2018 Bacia do Rio Alcantara Coelho neg | neg | neg pos neg neg B2 uidA
SGXVI11006 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Coelho neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXVI11007 R1 | 12_03 2018 Bacia do Rio Alcantara Coelho neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGXVI11008 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Coelho neg | neg | neg pos neg neg Bl uidA, astA
SGXVI11009 R1 | 12_03 2018 | Baciado Rio Alcantara Coelho pos | pos | neg neg neg pos F uidA
SGXVI1010 R1 | 12_03 2018 | Baciado Rio Alcantara Coelho neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGXVI1011 R1 | 12 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Coelho neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXVII R1 | 12 03 2018 Bacia do Rio Alcantara Alcéantara 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SGXVIII1001 | R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Maria Paula | neg | pos | neg neg neg pos F uidA
SGXVII1002 | R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Maria Paula | neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
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ID Laboratorio | Risco | Data da coleta Local de coleta Bairro arpA | chuA | yjaA | TspE4_C2 | trpAgpC.1(A/C) | ArpAgpE | Filogrupo | Genes enteroviruléncia detectados Patotipo
SGXIX1001 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Maria Paula | neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXI1X1002 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Maria Paula | neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXIX1003 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Maria Paula | neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGXIX1004 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Maria Paula | neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXI1X1005 R1 | 20_03 2018 Bacia do Rio Alcantara Maria Paula | neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXX1001 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Alcéntara neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXX1002 R1 | 20_03 2018 Bacia do Rio Alcantara Alcantara neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXX1003 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Alcéntara pos | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXX1004 R1 | 20_03 2018 Bacia do Rio Alcantara Alcantara pos | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGXXI11001 R1 | 20_03 2018 Bacia do Rio Alcantara Alcantara neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXI11002 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Alcéntara neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXI11003 R1 | 20_03 2018 Bacia do Rio Alcantara Alcantara neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXI11004 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Alcéntara neg | neg | neg pos neg neg Bl uidA
SGXXI111001 R1 | 20_03 2018 Bacia do Rio Alcantara Mutondo neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXI111002 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Mutondo neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXI111003 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Mutondo neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXI111004 R1 | 20_03 2018 Bacia do Rio Alcantara Mutondo pos | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXI111005 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Mutondo pos | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXI111006 R1 | 20_03 2018 Bacia do Rio Alcantara Mutondo pos | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXI111007 R1 | 20 03 2018 | Baciado Rio Alcantara Mutondo neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXII1001 | R2 | 02_04 2018 Bacia do Rio Aldeia Ipiiba neg | pos | neg neg neg neg D uidA, astA EAECa
SGXXII1002 | R2 | 02_04 2018 Bacia do Rio Aldeia Ipiiba neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXI11003 | R2 | 02_04_2018 Bacia do Rio Aldeia Ipiiba neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGXXIII1004 | R2 | 02_04_2018 Bacia do Rio Aldeia Ipiiba neg | neg | pos neg neg neg A uidA, pic, astA EAECa
SGXXIV1001 | R1 | 02 04 2018 | Baciado Rio Alcantara |Jardim Catarina| neg | pos | neg neg neg pos F uidA
SGXXIV1002 | R1 | 02_04 2018 | Baciado Rio Alcantara |Jardim Catarina| neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA

Continuacao...



92

ID Laboratério | Risco | Data da coleta Local de coleta Bairro arpA | chuA | yjaA | TspE4_C2 | trpAgpC.1(A/C) | ArpAgpE | Filogrupo | Genes enteroviruléncia detectados Patotipo
SGXXIV1003 | R1 | 02_04_ 2018 | Baciado Rio Alcantara |Jardim Catarina | pos | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXIV1004 | R1 | 02 04 2018 | Baciado RioAlcantara |Jardim Catarina| pos | neg | pos pos neg neg Bl uidA
SGXXIV1005 | R1 | 02_04_ 2018 | Baciado Rio Alcantara |Jardim Catarina | neg | pos | pos pos neg neg B2 uidA
SGXXIV1006 | R1 | 02_04_ 2018 | Baciado Rio Alcantara |Jardim Catarina| pos | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXV1001 R2 | 02_04 2018 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA, astA EAECa
SGXXV1002 R2 | 02_04_2018 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXV1003 R2 | 02_04 2018 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | pos | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXV1004 | R2 | 02_04 2018 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGXXV1005 R2 | 02_04 2018 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGXXV1006 R2 | 02_04 2018 Bacia Porto do Rosa Mutuaguagl | neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXVI1001 | R1 | 17 _04 2018 | Baciado Rio Alcantara Joquei neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXVI1002 | R1 | 17_04 2018 Bacia do Rio Alcantara Joquei neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXVI1003 | R1 | 17 04 2018 | Baciado Rio Alcantara Joquei neg | neg | neg pos neg neg Bl uidA
SGXXVI1004 | R1 | 17_04 2018 Bacia do Rio Alcantara Joquei neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXVI1005 | R1 | 17 _04 2018 | Baciado Rio Alcantara Joquei neg | pos | pos neg neg neg B2 uidA
SGXXVI1006 | R1 | 17 04 2018 | Baciado Rio Alcantara Joquei neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXVI1007 | R1 | 17_04 2018 Bacia do Rio Alcantara Joquei neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXVI1008 | R1 | 17 04 2018 | Baciado Rio Alcantara Joquei neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXVII1001 | R1 | 17 _04 2018 Bacia do Rio Alcantara Luiz Cagador | neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXVII1002 | R1 | 17_04 2018 | Bacia do Rio Alcantara Luiz Cagador | neg | pos | neg neg neg neg D uidA
SGXXVII1003 | R1 | 17_04 2018 | Bacia do Rio Alcantara Luiz Cagador | neg | neg | neg pos neg neg B1 uidA
SGXXVII1004 | R1 | 17_04 2018 | Bacia do Rio Alcantara Luiz Cagador | neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXVII1005 | R1 | 17_04 2018 | Bacia do Rio Alcantara Luiz Cacador | neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXVIN1001| R1 | 17_04_2018 | Baciado Rio Alcantara Palmeiras pos | pos | pos pos neg neg B2 uidA
SGXXVIN1002| R1 | 17 04 2018 | Baciado Rio Alcantara Palmeiras neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXVIN1003| R1 | 17_04 2018 | Baciado Rio Alcantara Palmeiras neg | pos | pos neg neg neg B2 uidA
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ID Laboratorio | Risco | Data da coleta Local de coleta Bairro arpA | chuA | yjaA | TspE4_C2 | trpAgpC.1(A/C) | ArpAgpE | Filogrupo | Genes enteroviruléncia detectados Patotipo
SGXXVIIN1004| R1 | 17_04 2018 | Baciado Rio Alcéantara Palmeiras neg | neg | neg pos neg neg Bl uidA
SGXXVIIN1005| R1 | 17 04 2018 | Baciado Rio Alcantara Palmeiras neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXIX1001 | R1 | 17_04 2018 | Baciado Rio Alcéantara Palmeiras neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXIX1002 | R1 | 17_04 2018 | Baciado Rio Alcéantara Palmeiras neg | neg | neg pos neg neg Bl uidA
SGXXIX1003 | R1 | 17_04 2018 Bacia do Rio Alcantara Palmeiras neg | pos | pos neg neg neg B2 uidA, astA EAECa
SGXXX1001 R1 | 24 10 2017 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA
SGXXX1002 R1 | 24 10 2017 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGXXX1003 | R1 | 24 10 2017 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGXXX1004 R1 | 24 10 2017 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | pos | pos pos neg neg B2 uidA
SGXXX1005 R1 | 24 10 2017 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | pos | pos pos neg neg B2 uidA
SGXXX1006 | R1 | 24 10 2017 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos pos neg neg B1 uidA
SGXXX1007 R1 | 24 10 2017 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGXXX1008 | R1 | 24 10 2017 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
SGXXX1009 R1 | 24 10 2017 Bacia do Rio Alcantara Colubandé neg | pos | pos neg neg neg B2 uidA
SGXXX1010 | R1 | 24 10 2017 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA, stx2, astA STEC
SGXXX1011 R1 | 24 10 2017 | Baciado Rio Alcantara Colubandé neg | neg | pos neg neg neg A uidA, astA EAECa
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6.5 Métodos estatisticos

Com a anélise do teste Quiquadrado (X?) para investigar a associacdo dos resultados
obtidos para filogrupagem entre as areas de risco de inundacdo R1 e R2 foi verificado um p-
valor de 0,8685, indicando que ndo houve associacdo significante na distribuicdo de

filogrupos conforme areas de risco.

6.6 Analise Espacial

6.6.1 Mapas de Simbolos Proporcionais

6.6.1.1 Agrupamento Filogenético

A andlise da distribuicdo dos isolados revelou que filogrupos de E. coli apresentaram
um padrdo de distribuicdo espacial disperso sobre todo o territério estudado. Entretanto,
pontos de coleta especificos apresentaram maiores concentracfes de isolados de E. coli em
ambas as areas com risco de inundacdo caracterizando clusters de microrganismos
potencialmente virulentos (Figura 18).

A andlise de distribuicdo espacial por filogrupo revelou um padrdo diferenciado para
cada grupo, de forma que ndo observada sobreposicao (circulo vermelho) espacial para os
mais frequentes (A, B1, B2) (Figura 19).

A Figura 20 representa os filogrupos de menor frequéncia (C, D, E e F). Apesar de
reduzida representatividade por filogrupos foi possivel observar a distribuicdo espacial cujos

grupos predominantes (A, B1, B2) ndo apresentam suas maiores proporc¢oes.

6.6.1.2 Escherichia coli potencialmente diarreiogénica (DEC)

O mapa da Figura 21 mostra que a distribuicdo espacial dos isolados de E. coli
carreadores de determinantes de enteropatogenicidade ocorre tanto nas Areas de Risco de
Inundacdo R1 quanto em R2, com pontos que concentraram maior propor¢do em ambas as
areas de risco de inundacao.

A Figura 22 apresenta localizacdo conforme os patotipos EAEC (tipica e atipica) e
tEAEC/EPEC. O mapa mostra que o patotipo EAEC (perfis de enteroviruléncia I, Il, I1I)
apresentou ampla distribuicdo nas &reas pesquisadas, apresentando pontos de maior

concentracdo tanto em R1 quanto em R2. Os isolados pertencentes ao patotipo tEAEC (perfil
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de enteroviruléncia 1V e V) foram encontrados em dois pontos de coleta, localizado em Area
de Risco de Inundacdo R1 e em R2. O isolado pertencente ao patotipo tEAEC/EPEC (perfil
de enteroviruléncia V1) foi encontrado na Area de Risco de Inundagéo R1.

A Figura 23 representa os pontos onde foram detectados os patotipos ETEC, STEC e
0 hibrido STEC/tEAEC. O patotipo ETEC (perfil de enteroviruléncia VII) esteve presente em
apenas um ponto em Area de Risco de Inundacdo R2, o patotipo STEC (perfil de
enteroviruléncia VIII) e STEC/tEAEC (perfil de enteroviruléncia 1X) também foram

detectados em apenas um ponto, porém ambos em Area de Risco de Inundagéo R1.

6.6.1.3 Ocorréncia de Escherichia coli e presenca de animais

A andlise espacial permitiu observar que na area R1, onde houve maior isolamento de
E.coli potencialmente virulenta, estdo também distribuidos diversos animais domésticos,
bovinos e suinos. Alguns desses animais como suinos e bovinos foram observados na &rea R1
em pontos diversos incluindo os pontos mais a montante dos rios da Bacia do Rio Alcantara,
assim como nas imediacdes de aglomerados bacterianos potencialmente virulentos (Figura
24). Também foi realizada a analise de sobreposicao dos dados laboratoriais quanto a presenca
de isolados carreadores de enterovirulencia e a presenca de animais. Verificou-se 0 mesmo

padrdo espacial de distribuicdo quando considerando apenas os filogrupos (Figura 25).



Figura 18. Mapa da distribuicéo espacial de filogrupos totais de Escherichia coli, Sdo Goncalo, RJ.
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Figura 19. Mapa da distribuicao espacial de isolados de Escherichia coli dos filogrupos A, B1 e B2, Sdo Gongalo, RJ.
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Figura 20. Mapa de distribuicao espacial dos isolados de Escherichia coli dos filogrupos C, D, E e F, Sdo Gongalo, RJ.
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Figura 21. Mapa da distribuicdo espacial do total de isolados de Escherichia coli potencialmente diarreiogénica,
municipio de S&o Gongalo, RJ.
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Figura 22. Mapa da distribui¢do espacial dos isolados de Escherichia coli pertencentes aos patotipos aEPEC, tEPEC, tEAEC/EPEC, municipio de

Séo Gongcalo, RJ.
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Figura 23. Mapa da distribuicdo espacial dos isolados de Escherichia coli pertencentes aos patotipos EPEC, STEC, STEC/tEAEC,

municipio Sdo Gongalo, RJ.
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Figura 24. Mapa da distribuicdo espacial do total de isolados de Escherichia coli potencialmente diarreigénicos e presenga de animais no
peridomicilio, municipio de Sdo Gongalo, RJ.
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Figura 25. Mapa da distribuicdo espacial do total de isolados de Escherichia coli carreadoras de enteropatogenicidade e presenca de animais

no peridomicilio, municipio de Sédo Gongalo, RJ.
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6.6.2 Mapa Tematicos

6.6.2.1 Abastecimento de Agua e Esgotamento Sanitario

A partir dos dados do Censo do IBGE foi confeccionado o mapa que representa 0s
indicadores da propor¢do de domicilios servidos por rede de abastecimento de &gua e por
esgotamento sanitario, via rede geral de esgoto ou pluvial, por bairros no municipio de S&o
Gongcalo no Estado do Rio de Janeiro (Figura 26).

O resultado da anélise espacial sobre a propor¢do de domiciilios servidos por rede de
abastecimento de dgua mostrou que os bairros a norte do municipio sdo abastecidos , porém
apresentam percentuais mais baixos. Por outro lado, foi observado maior abastecimento da
populacdo residente na regido central de leste a oeste do municipio. Alguns bairros
periféricos apresentam baixos percentuais de abastecimento de agua preferencialmente a sul
do municipio. Quanto ao indicador da propor¢do de domicilios servidos por esgotamento
sanitario, via rede geral de esgoto, a analise espacial revelou percentuais menos favoraveis a
populacdo em toda a extensdo do territério. Areas mais criticas de esgotamento sanitario
foram observadas ao norte do municipio.

Na Figura 27, o mapa mostra a distribuicdo espacial dos indicadores da proporcéo de
domicilios servidos por rede de abastecimento de agua e por esgotamento sanitario, via rede
de esgoto ou pluvial, por bairros, sobrepostos aos dados laboratoriais de filogrupagem por
ponto de coleta. Observou-se que as maiores proporcdes de isolados de E. coli potencialmente
virulentas estdo espacialmente localizados em bairros com condi¢es mais satisfatorias tanto
de abastecimento quanto esgotamento sanitario. Em regides com condi¢des sanitarias mais
precarias, especialmente rede de esgoto, localizadas mais a montante da bacia do rio
Alcantara (Area R1), foi observada sobreposicdo espacial com isolados de E. coli
potencialmente diarreiogénica (Figura 27).

Na Figura 28 o mapa mostra a distribui¢do espacial dos indicadores da proporcao de
domicilios servidos por rede de abastecimento de agua e por esgotamento sanitario, via rede
geral de esgoto ou pluvial, por bairros, sobrepostos ao resultado laboratorial de
enteroviruléncia. Os resultados considerando a sobreposicao desses dados revelaram o0 mesmo
padrdo espacial de distribuicdo, salientando a ocorréncia de isolados diarreiogénicos a

montante do rio Alcantara onde estdo areas criticas de esgotamento sanitario (Figura 28).



Figura 26. Mapa de domicilios servidos por rede de abastecimento de 4gua e de esgotamento sanitério via rede geral de esgoto ou pluvial,

municipio de Sdo Goncalo, RJ (Fonte IBGE/Censo, 2010).
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Figura 27. Mapa de domicilios servidos por rede de abastecimento de 4gua e por esgotamento sanitério via rede geral de esgoto ou pluvial e total de

isolados de E. coli potencialmente virulenta, por ponto de coleta, municipio de Sdo Gongalo, RJ.
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Figura 28. Mapa da propor¢do de domicilios servidos por rede de abastecimento de agua e por esgotamento sanitario via rede geral de esgoto ou

pluvial e total de isolados de E.

coli potencialmente diarreiogénica por ponto de coleta, municipio de Sdo Gongalo, RJ.
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6.6.2.2 Densidade Populacional

A partir dos dados do Censo do IBGE foi confeccionado o mapa que representa a
densidade populacional por bairros no municipio de S&o Gongalo no Estado do Rio de Janeiro
(Figura 29). Verificou-se que a populacdo do municipio estd concentrada na regido mais
central, direcdo de leste a oeste. Nessa concentra-se bairros com melhores condigdes de
infraestrutura sanitaria tanto para abastecimento de dgua quanto para esgotamento sanitario
(Figura 26).

Com a sobreposicdo espacial dos dados do indicador de densidade populacional e
laboratoriais de filogrupagem de E. coli observou-se ¢ esses isolados estdo em regides mais
densamente povoadas no municipio (Figura 30).

Na sobreposicdo do mesmo indicador de densidade populacional, porém, agora, com
os dados laboratoriais sobre a ocorréncia de E. coli enterovirulenta verificou-se que a maioria
dos pontos em que foram isolados patotipos diarreiogénicos de E.coli estdo nas areas
populacionais mais densas (Figura 31) sugerindo o papel dos seres humanos e animais do

peridomicilio como potenciais transmissores desses patdgenos.

6.6.2.3 Perfil de elevacéo do terreno e longitudinal ao longo do Rio Alcantara (Area de

Risco de Inundacédo R1)

A sobreposigéo do perfil de elevagdo do terreno do Rio Alcantaracom dados espaciais
de aglomerados bacterianos de E. coli virulenta revelou a co-localizacdo de concentrados
bacterianos na area do médio curso do rio até o inicio da transi¢do para o baixo curso. O perfil
de elevacéo produzido pela ferrementa do Google Earth mostrou que o revelo do leito do rio

apresenta depressdes nesses pontos, especialmente no medio curso (Figura 32).
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Figura 29. Mapa da proporcao de domicilios servidos por bairros, no municipio de Sdo Gongalo, RJ, 2018
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.Figura 30. Mapa da densidade populacional e total de filogrupos por ponto de coleta, municipio, Sdo Gongalo, RJ, 2018.
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Figura 31. Mapa da densidade populacional e total de patotipos por ponto de coleta, municipio Sdo Gongalo, RJ, 2018.
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Figura 32. Mapa com limites do perfil longitudinal e de elevacdo da Bacia do Rio Alcantara.
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7. Discussao

Diversas cidades possuem areas que sdo susceptiveis a eventos de inundacdes, muitas
vezes em decorrencia ao crescimento sem planejamento provocando o aumento de areas com
superficie impermeavel e a carga de poluentes resultando num cenario de degradacdo
ambiental. A pressdo exercida sobre ecossistemas aquaticos através da ocupagdo de margens
dos rios e despejo de esgoto sanitario propicia impactos intensos e contribuem para
intensificacdo de danos apos inundacBes apresentando riscos a vida humana (Vieira, 2017;
Ximenes, 2012; Guerra, 2012).

A deposicao rotineira de fezes humanas e de animais em corpos d’agua provoca
alteracdes na populacdo natural destes ambientes, o que possibilita que microrganismos
entéricos possam estar presentes assim como agentes patogénicos que podem causar infeccdes
como doencas diarreicas, promovendo impacto negativo na salde com altas taxas de
morbimortalidade. Um grande nimero de microrganismos patogénicos tem sido identificado,
mas a espécie bacteriana Escherichia coli tem assumido papel de destaque como agente
etioldgico de diarreias, principalmente, em criangas nos primeiros anos de vida em paises em
desenvolvimento (Torres, 2016; Gomi, 2015; Rebello, 2014).

A partir desta perspectiva e considerando a ocorréncia de eventos adversos de natureza
hidroldgica, esse estudo foi proposto usando uma abordagem laboratorial e espacial sobre a

ocorréncia de E. coli em areas com risco de inundagdo no municipio de Sdo Gongcalo.

7.1 As areas de risco de inundacao no municipio de Sdo Gongalo

O municipio de Sdo Goncalo apresenta ampla distribuicdo de ocorréncias de
inundac&o pelo seu territério. Através da interpolagdo exploratoria pelo método de Kernel foi
possivel observar que as chamadas para o evento de inundacdo a Coordenadoria Municipal de
Defesa Civil estdo amplamente distribuidas, mas foi observado que algumas areas que
coincidem com a bacia hidrografica do Rio Alcantara apresentam mais intensidade/densidade,
0 que nos levou a denomina-las de Areas de Alto Risco de Inundacio (R1). As demais bacias
hidrograficas, situadas a leste e a oeste da bacia hidrografica do Rio Alcantara a denominacéo
de Areas de Baixo Risco de Inundagéo (R2).

Ressalta-se que estas areas estdo situadas majoritariamente na parte central seguindo o
norte do municipio em areas densamente ocupadas. O fato de apresentar maior intensidade de

inundacdo ja era esperado, pois estas areas apresentam relevo mais plano, visto que o evento
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de inundacdo estd relacionado com transbordamento da calha dos rios em virtude de
ocorréncias de precipitagdes. Por conta dessas ocorréncias a Prefeitura de S&o Gongalo
realizou mapeamento das areas de risco e produziu no ano de 2005 o Plano Municipal de
Reducdo de Riscos (PMSG, 2005), de forma que as localidades apontadas no referido
documento coincidem com os pontos quentes (hot spots) encontrados na metodologia
utilizada neste trabalho.

Segundo Carvalho (2017) a aplicacdo da técnica de georreferenciamento é importante
para avaliacdo da distribuicdo espacial e no entendimento dos fatores que podem estar
relacionados a ocorréncia dos casos (eventos, doengas). Essa técnica possibilitou o
mapeamento de determinados agravos e contribui na estruturacdo e analise de riscos. Para o
presente trabalho a técnica permitiu atribuir diferenca na ocorréncia de eventos de inundacédo
no municipio de Sdo Gongalo.

Dada a natureza do fenbmeno, as areas que apresentaram densidade de pontos quentes
para ocorréncia de inunda¢fes no municipio de Sdo Goncalo estdo mais associadas com
corregos e rios. Quando comparada com a base vetorial, formato arquivo Shapefile, da rede
hidrografica municipal, foi possivel verificar que a mesma parece ter sofrido intervencdes
como retificagdes do curso d’agua, especialmente, as situadas nas Areas de Alto de Risco de
Inundacdo (R1). IntervencOes pretéritas para correcdes em pontos especificos podem ter
propiciado a ocorréncia de eventos de inundacbes mais a jusante (mais proximo a

desembocadura do rio).

7.2 Coleta de &gua, isolamento e identificacdo de Escherichia coli

Foram obtidas 167 amostras de E. coli, a partir de 30 pontos de coleta de agua
superficial de corregos e rios localizados nas duas grande areas de inundagdo definidas para
este estudo, Areas de Alto de Risco de Inundagdo (R1) e Area de Baixo de Risco de
Inundagdo (R2), sendo também orientadas pelos resultados obtidos pelo georreferenciamento
do banco de dados da Coordenadoria Municipal de Defesa Civil de Sdo Gongalo assim como
pelas rotas das vistorias solicitadas pelos contribuintes.

Embora ndo tenha tido o isolamento de E. coli em quatro pontos de coleta entre as
areas R1 e R2, analisando o quantitativo de isolados obtidos verificamos que em média houve
recuperacdo de 6 amostras de E. coli para as duas &reas propostas. A recuperacdo de cepas de
E. coli revela que ambas as areas com risco de inundacao propostas para o estudo encontram-

se contaminadas pela espécie bacteriana.
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Considerando que E. coli € espécie indicadora de contaminacdo fecal cabe considerar
que a qualidade destas aguas é comprometida. Tal fato se deve a possiveis fontes humana e
animal de contaminacgdo, a capacidade de persisténcia, a multiplicacdo deste microrganismo
no ambiente e a precariedade da infraestrutura sanitaria do municipio de Sdo Gongalo. O
estudo ndo teve como objetivo de quantificar e qualificar a potabilidade destes corpos d’agua,
ja que foram utilizadas técnicas seletivas de isolamento para a E. coli, de forma certamente
subestimamos a contaminacdo microbioldgica real.

Os resultados deste estudo corroboram com relatos sobre a presenca de contaminacao
fecal em &guas ao redor de cidades e o isolamento de E.coli. A contaminacdo fecal é
relacionada a falta de eficientes sistemas de tratamento de esgoto nas cidades, onde o
investimento estd muitas vezes restrito as fossas sépticas e tratamento primario (Perini, 2015;
Fan, 2015; Rebello, 2014).

Segundo Perini (2015) a presenca de outras possiveis fontes de contaminagdo ndo
podem ser excluidas. A cidade de S&o Goncalo esta densamente urbanizada, entretanto é
importante considerar que a existéncia de areas rurais ou a transicdo destas para as areas
urbanas, também sdo abundantes no territorio deste municipio, de forma que podem abrigar
animais que fazem parte do ciclo da E. coli o que podem contribuir para a contaminacgéo das
aguas superficiais.

7.3 Caraterizacdo Ambiental

Dados da caracterizagdo ambiental provenientes da Ficha de Observagdo de Campo
permitiu verificar que nas Areas Risco de Inundacdo R1 e R2 propostas para este estudo héa
intensa degradacdo ambiental quanto aos aspectos considerados no estudo.

Os locais visitados apresentavam despejo de esgoto por meio de conexdes de canos
das casas direto aos corregos. Também foi observado o descarte inadequado de residuos
s6lidos nas margens e no leito dos cdrregos e rios. Assim, nas Areas de Risco de Inundacéo
R1 quanto em R2 observou-se deterioragdo dos corpos d’agua, 0 que compromete qualidade
deste recurso natural. A Politica Nacional de Recursos Hidricos (Lei n° 9433/97) propde
medidas para a preservacdo da agua para assegurar a atual e as futuras geracfes a necessaria
disponibilidade de 4gua, em padrdes de qualidade adequados, também indica a necessidade de
preservacdo das dguas em qualidade compativel com o0s usos mais exigentes a que forem
destinadas, de forma que este recurso deve abranger o uso multiplo, entretanto foi constatado

durante a atividade de campo a degradacdo da paisagem e o comprometimento da qualidade
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das aguas.

A degradacédo dos rios tem se tornado um grave problema ambiental, uma vez que, o
crescimento das areas urbanas tem proporcionado crescente deterioracdo das aguas destes
corpos hidricos e consequentemente das aguas onde desaguam (Aradjo, 2015).

Sao Gongalo é a segunda cidade com maior nimero de habitantes do estado do Rio de
Janeiro estd a leste da Baia da Guanabara e possui diversos rios que contribuem para esta
porcdo marinha (IBGE, 2010). Embora o municipio tenha recebido investimentos em
infraestrutura nos ultimos anos ainda € verificado, pelo menos nos pontos visitados, que as
condicBes de impacto negativo a salde e ao meio ambiente ainda estdo presentes e que a
caracterizagdo realizada neste estudo também corroboram com resultados j& publicados.

Araujo (2015) pesquisou seis rios do municipio de Sdo Gongalo (rio Marimbondo,
Guaxindiba, Imboacu, Brandoas, Bomba e Alcantara) e conclui-se que sdo semelhantes em
relagdo ao grau de contaminacdo observado pelos parametros estudados e contribuem
negativamente para a qualidade das aguas da Baia da Guanabara, levando risco potencial a
vida marinha e a populacdo humana que faz uso destas aguas, no que diz respeito a contracédo
de doencas por veiculacéo hidrica.

As intervencgdes visualizadas nas atividades de campo como o impacto na forma
natural dos cdrregos e rios com ocupacdes ou intervencdes estruturais podem ter intensificado
0 processo de assoreamento visualizado em diversos pontos de coleta. O assoreamento pode
ser natural devido o acimulo de sedimentos oriundos dos processos de intemperismo, mas
também por diversos detritos dentre eles descarte inadequado de residuos sélidos, interferindo
na topografia do leito dos rios comprometendo o volume hidrico, provocando
transbordamento em épocas de grande quantidade de chuvas resultando em desastres naturais
como enchentes e inundagdes como principal ameaca para 0 municipio de S&o Gongalo
(PMRR, 2005). Este cenario associado ao despejo de esgoto sem tratamento ou com
tratamento ineficaz possibilita que ambientes aquaticos l6ticos se tornem mais Iénticos, ricos
em matéria organica que podem viabilizar a permanéncia e reproducao de E. coli.

A temperatura € provavelmente o fator mais importante que influenciam a
sobrevivéncia e crescimento de E. coli no ambiente. A temperatura para o crescimento de E.
coli no ambiente natural é geralmente < 30°C (Jang, 2017; Ishii et al, 2006, 2010). Durante a
coleta de amostras de agua superficial nos pontos selecionados a temperatura foi verificada e
a mesma apresentou uma média de 28°C o que esta dentro da faixa de temperatura apropriada
para o crescimento da espécie. Além da temperatura outros fatores como a disponibilidade de

nutrientes como carbono, nitrogénio e fosforo sdo importantes para a sobrevivéncia e
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crescimento de E. coli no ambiente, entretanto, o estudo ndo investigou esses parametros
(Jang, 2017).

Embora tenha sido inicialmente descrita como espécie comensal, E. coli possui
linhagens reconhecidas como patogénicas (intestinais e extra intestinais) e muitos animais de
sangue quente albergam esses microrganismos (Staji, 2017; Gomes, 2016; Varela-Hernandez,
2007). Como animais sdo potencialmente reservatorios de linhagens patogénicas de E. coli
buscou-se investigar uma possivel associacdo entre a presenca desses animais e o isolamento
da espécie bacteriana. A observacdo em atividades de campo constatou-se a presenca de
animais domésticos, suinos, equinos e bovinos em diversos pontos de coleta, 0 que sugere 0
possivel papel desses animais como possiveis fontes de contaminacdo de E.coli no ambiente,
contribuindo assim para o estabelecimento e persisténcia de E. coli virulenta no ambiente.

A saude humana ndo esté dissociada do meio ambiente, de forma que a degradacao
ambiental que afeta os ecossistemas tem potencial de provocar o desequilibrio de varias
formas de vida que integram a diversidade natural e, consequentemente, produz riscos e
agravos a saude humana. Neste contexto sob a perspectiva do One Healthy, que propde a
cooperacdo entre os eixos das ciéncias da salde humana, animal e ambiental, torna-se
imprescindivel o combate as ameacas emergentes para a salde publica. A observacdo de
campo revelou caracteristicas ambientais que pdem em risco a salde humana, e que
possivelmente proporciona a manutencdo de E. coli no ambiente, impactando ainda mais, a

populacdo que na ocorréncia de inundacao, se torna ainda mais vulneravel.

7.4 Agrupamento filogenético de Escherichia coli

A existéncia de grupos filogenéticos em Escherichia coli é descrita na literatura
(Clermont, 2013; Wirth, 2006; Clermont, 2000). O estudo sobre os aspectos da diversidade e
evolucdo de E. coli comecou a partir da aplicacdo da técnica de multi-locus enzyme
electrophoresis (MLEE). Desde entdo, outras metodologias tem contribuido para o acumulo
de dados sobre sequéncias de nucleotideos de genes essenciais ou de manutencdo, 0S
chamados genes housekeeping através do multi-locus sequence typing (MLST) ao
sequenciamento total (Chaudhuri, 2012) e esclarecido a linha evolucionéria da espécie.

E. coli exibe extensa variabilidade genética e variantes da espécie podem ser
categorizadas em grupos filogenéticos. Os filogrupos classicos sdo conhecidos como A, Bl1,

B2 e D. As cepas representantes destes grupos exibem particulares caracteristicas fenotipicas
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e genotipicas, nicho ecoldgico e propensdo em causar doencas. Os filogrupos mais recentes
sdo conhecidos como C, E, F e clado criptico I. Como foram descritos mais recentemente, a
literatura disponibiliza restrita informacdo sobre sua distribuicdo geografica, potenciais
hospedeiros, caracteristicas de viruléncia assim como propensdo em causar doencas. A
metodologia revisada por Clermont (2013) a partir do método classico permitiu a detes¢do
dessas novas linhagens que tem contribuido para elucidar os aspectos eco-epidemioldgicos
desses enteropatogenos (Vangchhia, 2016; Clermont, 2013; Tenaillon, 2010; Clermont, 2000).
Em nosso estudo o emprego dessa metologia permitiu a identificacdo dessas novas linhagens
circulando na area de estudo.

Isolados de E. coli responsaveis pela infecgdo extra-intestinal tem sido classificados
como pertencentes aos filogrupos B2 ou D, pricipalmente. Os grupos A e B1 contemplam a
maioria de isolados comensais, enquanto que cepas diarreiogénicas podem ser categorizadas
nos grupos A, B1 mas classificam-se principalmente no D. O filogrupo F forma um grupo
filogeneticamente muito proximo ao filogrupo B2. Mais recentemente, o filogrupo C foi
proposto para um grupo de isolados intimamente relacionados, porém distintos, do filogrupo
B1 (Clermont et al., 2011a; Tenaillon et al., 2010).

Em nosso estudo, verificamos que o total de amostras coletadas tanto com Alto ou
Baixo Risco de Inundagdo foram caracterizadas majoritariamente no filogrupo A, o que
corrobora estudos prévios que caracterizaram isolados ambientais, como comensais ou
potenciais agentes de infeccdo intestinal. Nesse contexto, € assumido o risco a populacdo
residente assim como para pessoas que em momentos de eventos de inundacdo possam estar
nestes locais ou até onde o percurso fluvial alcancar (Corzo-Ariyama, 2019; Perini, 2015;
Jang, 2014; Rebello, 2014).

A grande maioria dos trabalhos em filogrupagem ainda adota a metodologia PCR-
triplex (Clermont, 2000). Entretanto Perini (2015), assim como o presente estudo, adotaram
essa metodologia revisada de Clermont (2013) o que possibilitou maior informacao sobre a
ecologia desses filogrupos, contribuindo para reconhecer a importancia e o impacto desses
filogrupos na saude humana. Os filogrupos A e Bl que representam amostras comensais
foram mais abundantes na amostragem o que reforga a opinido de que esses grupos sdo mais
adaptados para sobreviverem em ambientes aquéaticos. A deteccdo do filogrupo B2 que
representa isolados de E. coli agentes de doencas extraintestinais como meningites e infecgdes
de trato urinario e, do filogrupo D que representam agentes de doencas diarreicas (Perini,
2015; Jang, 2014; Rebello, 2014; Chaudhuri, 2012) alertam para a preocupagdo devido a

gravidade das doencas associadas e suas complicacdes decorrentes, sendo algumas associadas
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com taxas de mortalidade. Portanto, a dispersdo desses isolados no ambiente, especialmente
em eventos de inundagéo, aumenta o risco de exposicdo e manifestacdo de doencas graves.

Analisando os filotipos encontrados na andlise filogenética, foi verificado que as
amostras classificadas para os filogrupos A, B1, B2 e F apresentaram mais de um gendtipo
(Tabela 03). O filogrupo B2 apresentou maior diversidade de genotipo. Segundo Tenaillon
(2010), essa variabilidade no grupo B2 é observada suportando sua emergéncia precoce na
linhagem de espécies e sugerindo que possui status de subespécie. Isto é reforcado pela
estrutura genética ja observada neste grupo, que tem pelo menos nove subgrupos filogenéticos
bem correlacionados com um pool genético flexivel e, em menor grau, com o tipo de antigeno
O (Tenaillon, 2010).

Nas Areas de Risco de Inundacdo R1 e R2 foi verificado que os filogrupos A, B1 e B2
apresentaram 0s maiores percentuais nas duas areas de risco. Considerando as caracteristicas
ambientais encontradas durante o periodo de coleta e a habilidade de E. coli virulenta em
persistir e se reproduzir no ambiente (Jang, 2014), assume-se que essas condi¢des Sdo
propicias para a manutencdo do ciclo da espécie e que esta questdo somada ao risco de
inundacdes deve ser objeto de atencdo dos Orgdos de vigilancia em salde e infraestrutura

sobretudo as a¢des que se destinam minimizar impactos p6s desastres.

7.5 ENTEROVIRULENCIA DE Escherichia coli

Escherichia coli foi inicialmente definida como um benéfico procarionte habitante do
trato intestinal de animais de sangue quente. Entretanto, variantes a espécie podem adquirir
fatores especificos de viruléncia responsaveis por uma variedade de doencas intestinais e
extra intestinais (Torres, 2017; Bako, 2017; Gomes, 2016; Croxey, 2013).

Ensaios de amplificacdo utilizados para deteccdo de marcadores genéticos de E. coli
sdo amplamente usados em amostras clinicas para fins de diagnosticos. Propostas eco-
epidemioldgicas, no entanto, que visam esclarecer a distribuicdo, sobrevivéncia, persisténcia e
patogenia de E. coli em amostras ambientais sdo mais restritas mas tem revelado que isolados
ambientais carreadores de genes de enteroviruléncia de E. coli sdo detectados no meio
ambiente e parecem persistir e se reproduzir neste habitat (Rebello, 2014).

No presente estudo 167 cepas de E. coli foram isoladas de amostras de agua
superficial em &reas com risco de inundacdo (R1 e R2). Foram detectados genes de
enteroviruléncia em 40 isolados (24%) de E. coli e exibindo nove (09) gendtipos de

enteroviruléncia. Outros estudos ambientais apresentam percentuais variados de isolamento.
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Em um estudo realizado no continente Africano, DEC foi detectada em 10,76% dos
isolados de fezes de gado, esterco e lama em mercados de gado predominéancia de EHEC
(Bako, 2017). Harada e colaboradores (2018) detectaram DEC em 18.6% de amostras de
esgoto e 1,7% em agua reservadas para consumo em Bangladesh, India neste estudo o
patotipo predominante também foi EHEC. No Brasil em 2014, um estudo sobre o potencial de
enteroviruléncia de E. coli isoladas de ambientes aquaticos no Rio de Janeiro mostrou que
11,2% do total, astA foi o marcador de enteroviruléncia mais prevalente (7,3%) (Rebello,
2014). Dentre os genes de enteroviruléncia pesquisados neste estudo, astA foi o mais
frequente com proporgdo de 75% (n=37/40) sequido de aggR e pic com 8% cada (n=4/40)
caracterizando o patotipo EAEC (tipico e atipico). Recentemente, uma divisdo entre
subgrupos tipicos e atipicos de cepas EAEC foi proposta. Esta classificacdo foi baseada na
presenca do gene aggR, um gene que é um regulador de genes de viruléncia de EAEC
(Sarantuya, 2004; Tokuda, 2010; Torres, 2016;). Segundo Miiller (2007), a presenca do gene
aggR € condicdo para o isolado ser enquadrado como EAEC mas também utilizando como
referéncia por Tokuda (2010) para descriminar as cepas do patotipo EAEC em tipicas (aggR+)
e EAEC atipicas (aggR-). Nesta perspectiva, o patotipo EAEC foi o mais encontrado no
estudo, revelando distribuicéo tanto nas Areas de Risco de Inundagéo R1 e R2.

EAEC e um pat6geno emergente, infecta, crianca e adulto ao redor do mundo. Estudos
tem demonstrado forte associacdo deste patotipo com diarreia aguda e persistente. A diarreia
persistente mediada por EAEC tem sido fortemente associada com a desnutricdo e diminui¢do
do desenvolvimento fisico e intelectual (Torres, 2016).

A presenca de EAEC isolada de amostras ambientais em areas de risco de inundacéo, é
preocupante pois pessoas que habitam areas com risco de inundacdo, especialmente, criancas
menores de cinco anos e em situagdo de vulnerabilidade social, podem ter mais risco de
contaminagdo podendo sofrer com os danos decorrentes da infeccdo deste patogeno. Deste
modo, alem das a¢Oes sanitarias junto a vigilancia em saude também € preciso investimento
em medidas para o saneamento ambiental, neste caso, abrangendo prioritariamente o
tratamento de esgoto assim como o manejo de drenagens.

Estudos tém demonstrado que as EAEC sdo amplamente adaptadas a humanos,
sugerindo que a populacdo humana possa ser o0 reservatorio. Além disso, pesquisas na
tentativa de isolamento desse patotipo em gado e efluentes de abatedouros ndo obtiveram
sucesso (Bibbal, 2014; Bako, 2017). Os pontos de coleta de agua superficial no presente
estudo estdo majoritariamente situados em &reas de densa ocupac¢do humana com condic¢des

precarias de saneamento ambiental. Tal condi¢do pode viabilizar a contaminacdo do ambiente
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e a ampla detecgéo de genes de enteroviruléncia que caracterizam EAEC pode ter ocorrido
devido a presenca de fezes humanas.

Ja foi reportado que 0 gene astA estd presente ndo s6 em amostras de EAEC, mas
também pode ser detectado em outros patotipos de E.coli diarreiogénica como ETEC, EPEC e
EHEC (Bako, 2017; Muller, 2007). Os resultados do presente estudo corroboram esta
observacdo ja que foi identificada um isolado do patotipo ETEC carreador do gene. A
persisténcia e habilidade de ETEC de sobreviver em efluentes com fezes de gado, a quem esta
associada como seu reservatorio, ainda é desconhecido. No entanto, estudos prévios revelam
que ETEC pode sobreviver por mais de trés meses em agua superficial e formar biofilme em
ambientes secos (Bako, 2017; Torres, 2016). As caracteristicas ambientais observadas durante
a coleta somadas a presenca de animais em alguns pontos evidenciam condicdes propicias a
manutencdo do seu ciclo. A circulacdo do gene estla em cepas com potencial de viruléncia
caracteristico de ETEC, representam representando risco de infec¢do a populagéo sendo ainda
potencializado o contato j& que sdo locais com permanente risco de eventos de inundacéo.

Em nossos estudo 2 (dois) isolados foram carreadores dos genes stx2, que caracteriza o
patotipo STEC, e o0 gene aggR, que caracteriza o patotipo EAEC evidenciando um isolado
hibrido. Em 2011, um grande surto causado por um novo sorotipo E. coli 0104: H4 foi
relatado em 16 paises na Europa, envolvendo 4075 casos (incluindo 908 casos complicados
por SHU) e 50 mortes. Este surto foi associado com o consumo de brotos. No inicio do surto,
tornou-se evidente que uma vigilancia internacional seria necessaria para determinar o alcance
do surto, caracterizar a doenca e identificar a fonte. Nos Estados Unidos da América do Norte,
a vigilancia local conduzida associou seis casos ao surto, entretanto, nenhum dos pacientes
neste pais recordou definitivamente do consumo de brotos. Esses eventos destacam 0s
desafios na investigacdo de surtos, particularmente aqueles causados por patdgenos raros ou
associados a veiculos alimenticios que sdo consumidos em pequenas quantidades como parte
de outros pratos (Torres, 2017; CDC, 2013).

Por fim, em um isolado foi detectada a presenca do gene escV que possibilitou a
caracterizagdo do isolado como patotipo EPEC atipica, entretanto também houve a
amplificagcdo dos genes astA e aggR, de modo que foi evidenciado mais um hibrido. O padréo
de aderéncia agregativa (AA) ja foi encontrado em cepas de outros patotipos de E. coli
diarreiogénica, como aEPEC. Entretanto, a literatura cientifica reporta que para defini-se
EAEC como uma DEC que produz AA em cultura de células epiteliais com auséncia dos
principais marcadores genéticos que definem outros patotipos de E. coli com excecdo do
hibrido EAEC/STEC, cepa 0104:H4, que é uma EAEC produtora de shigatoxina (Gomes,



122

2016).

Uma caracteristica do patotipo EAEC € a sua nhatureza heterogénea quanto ao sorotipo,
marcadores genéticos de viruléncia e grupos filogenéticos (Gomes, 2016; Okeke, 2010). No
presente estudo, a filogrupagem das cepas em que foram detectados genes de enteroviruléncia
se mantiveram nos grupos A e B1 com excegdo dos isolados carreadores do gene astA que
apresentaram-se dentro dos grupos A, B1, B2 e D revelando a elevada plasticidade da espécie
bacteriana e intenso fluxo génico entre os seus reservatorios.

Miller (2007) detectou co-ocorréncia de genes de enteroviruléncia (uidA, stla, astA)
que inicialmente foi categorizada como ETEC, entretanto apds teste de padrdo de aderéncia
agregativa constatou que tratava-se de uma cepa de EAEC. Também submeteu os isolados que
apresentaram algum gene determinante do patotipo EAEC ao mesmo ensaio em cultura de
células e observou que 15% dos falso-positivos carreavam apenas o marcador astA. Estudos
coincidem na questao de que bactérias comensais em algum momento podem carrear genes de
viruléncia para auxiliar a sobrevivéncia e ampliar o sucesso na colonizacdo de seu hospedeiro
(Rebello, 2012; Hamelin, 2006). Observacbes controversas apontam a necessidade de mais
estudos quanto a patogenia dessas bactérias e das condi¢bes em que elas estdo submetidas que
possam, por sua vez, contribuir para persisténcia e reproducéo e, assim, defini-las de acordo
com propriedades patogénicas ja reconhecidas ou até mesmo observar a emergéncia de novos
patotipos.

Os resultados deste estudo demonstram que os perfis de viruléncia de E. coli sdo
diversos o que sugere o elevado potencial de intercambio desta espécie. O pangenoma de E.
coli é considerado um genoma de mosaicos envolvendo trocas entre um patégeno e um
comensal, envolvendo a aquisicdo e a diversificacdo génica por meio de adicdo, rearranjos,
excisdes e transferéncia horizontal de genes. Neste contexto esta dinamica plastica gendmica
causada por elementos genéticos moveis como plamideos, bacteriéfagos e ilhas de
patogenicidade é considerada uma estratégia evolutiva de E. coli. Esta estratégia pode levar a
a emergéncia de cepas altamente virulentas como ilustrado pela E. coli produtora de
shigatoxina (0104:H4) causadora de eventos epidemiolégicos graves como 0s surtos ocorrido
na Alemanha e na Frangca em 2011 que culminaram em elevadas taxas de morbidade e
mortalidade (Staji, 2017; Schubert, 2009).
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7.6 ANALISE ESPACIAL

Os dados laboratoriais georreferenciamento possibilitaram a construcdo de mapas
tematicos que permitiram a localizagdo dos isolados nas Areas de Risco de Inundacdo. Com
isso foi possivel analisar espacialmente os isolados de E. coli nas reas de risco considerando

as demais variaveis do estudo.

Grupos Filogenéticos

No Mapa do total de filogrupos detectados, verificou-se que ha distribuicdo de pontos
com recuperacdo desses isolados nas duas areas de Risco de Inundagdo, revelando que as
mesmas estdo comprometidas com a degradacdo ambiental por conta do manejo inadequado
do esgoto e impacto da ocupacéo sobre os rios da cidade. O fato de haver pontos com isolados
tanto na Area de Risco de Inundagdo R1 quanto R2 demonstra que as duas oferecem
condigdes preocupantes de contaminacdo para populacdo residente assim como para
transeuntes em eventuais episddios de enchentes ou inundacdes.

Estudos com isolados de intestinos de animais, observaram que a distribuicdo de cepas
do filogrupos A, B1l, B2 e D podem refletir diferengas intergrupos na habilidade de
estabelecer uma populacdo no intestino, como parece ser para os filogrupos B2 e D,
considerados pelos estudiosos que estes grupos Sdo mais restritos a animais endotérmicos,
diferente dos filogrupos A e B1, que parecem ser mais generalistas e recuperados de qualquer
grupo vertebrado. Embora estes questionamentos tenham considerado a interagdo de cepas de
E. coli no intestino de animais, leva-se em consideracdo o ambiente externo onde é possivel

observar interacdes competitivas entre cepas.

Escherichia coli Diarreiogénica (DEC)

Linhagens patogénicas de E. coli j& foram associadas a muitos surtos de veiculagdo
hidrica (Chandran & Mazumber, 2015). A contaminagdo patogénica por E. coli do meio
ambiente pode ocorrer por meio de esterco e outros residuos animais, aguas residuais e
efluentes de estacGes de tratamento (Baliére, 2015; Jang, 2017).

O georreferenciamento dos dados laboratoriais de deteccdo de genes de
enteroviruléncia de E. coli deste estudo demonstrou um padrdo disperso por todo municipio
de S&o Gongalo, revelando que os locais amostrados apresentam-se contaminados e que todos
oferecem risco de infeccdo a populagéo por patotipos diarreiogenicos de E. coli tanto nas

areas R1 e R2. Entretanto, foi observado também que os pontos de coleta localizados na
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regido central do municipio apresentaram maior recuperacao de isolados por ponto de coleta o
que pode representar que nestes locais condi¢bes ambientais particulares podem estar
contribuindo para a persisténcia da espécie.

Estudos recentes tém reportado que algumas cepas de E. coli podem sobreviver por
longo periodo de tempo, podendo se reproduzir no meio ambiente. Além disso, pesquisas
indicam que populagdes de E. coli no ambiente séo afetadas por condi¢cbes ambientais de
modo a impactar na sua sobrevivéncia (Jang, 2017). Fatores bioticos e abioticos podem
influenciar o crescimento e a sobrevivéncia de E. coli no ambiente natural (Rochell-Newall,
2015). Além da degradacdo ambiental devido ao despejo de esgoto sem tratamento e a
ocorréncia de animais constatas na atividade de campo assim como é possivel que outros
fatores ambientais podem estar contribuir para persisténcia assim como a diversidade dos
isolados encontrados, das quais poderiam ainda serem capazes de causar patologias.

Varios patétipos diarreiogénicos tem sido reconhecidos com base nas propriedades de
viruléncia e mecanismos de patogenicidade, dentre esses patotipos, STEC e EPEC sdo
responsaveis por frequentes surtos de veiculagdo hidrica em todo o mundo (Chandran &
Mazumber, 2015). Os resultados do presente estudo revelaram que isolados de E. coli
oriundos da Area de Alto Risco de Inundacio (R1) eram carreadores dos genes stx2 e escV,
genes especificos dos patotipos STEC e EPEC respectivamente. Os isolados caracterizados
como patotipo STEC foram coletados na area onde houve maior recuperacdo de isolados por
ponto de coleta o que contribui para o risco associado a esta area, assim como, possiveis
fatores ambientais que possam estar contribuindo para persisténcia e diversidade encontrada.
Esse resultado associado a alta infectividade do patotipo STEC e por se tratar de uma area de
alta ocorréncia de inundacao (R1) representa uma ameaca ainda maior a satde da populacéo.

Os genes de deteccdo do patotipo EAEC foram os mais frequentes no estudo e o
georreferenciamento revelou ampla dispersdao no territdério estudado. Grande parte dos
isolados eram carreadores do gene astA relativo ao patotipo EAEC atipico, porém dois
isolados carreadores de aggR, que representa marcador genetico para o patotipo EAEC tipico,
apresentaram co-ocorréncia com os genes stx2 e escV localizados na Area R1. Vale ressaltar,
que o isolado carreador dos genes aggR/stx2 foi coletado na regido central do municipio onde
houve maior recuperacdo de isolados por ponto de coleta o que reforca a diversidade
detectada nesta area.

Esses resultados remetem a questdo de que a sobrevivéncia de E. coli no ambiente e a
sua reconhecida plasticidade genética somada as condi¢fes ambientais propicias podem

contribuir para a emergéncia de novos padrdes de viruléncia e alertam para necessidade da
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adocdo de acOes para conter possiveis fontes poluidoras. O despejo de esgoto nos rios além de
causar a degradagdo de corpos d’agua e a perda da qualidade para usos mais exigentes,
também contribui para o ciclo da espécie pesquisada, de modo que circulacdo de linhagens
virulentas pode impactar na satde publica. Além disso, deve ser considerada a facilidade com
que as populacBes se deslocam atualmente e a possibilidade de individuos assintomaticos
contribuirem para o ciclo da E. coli o que pode agravar ainda mais 0s impactos devido a
possibilidade de maior alcance de cepas virulentas.

Para tanto, autoridades sanitarias devem desenvolver acdes para conter este cenario em
longo prazo através de intervencgdes para 0 saneamento ambiental. Além disso, em situacdes
de ocorréncias de inundagdo, medidas emergenciais pontuais de recuperagdo pos-desastres
devem estar programadas com a finalidade de inviabilizar a disseminacdo de doencas
associadas principalmente a E. coli. Desta forma o conhecimento das areas de inundacéo

propostas neste estudo podem ser utilizadas para gestao municipal.

Reservatorios Animais de E. coli

Os mapas sobre os dados laboratoriais referentes a filogrupagem e a enteroviruléncia
foram sobrepostos a presenca de animais domésticos, suinos e bovinos em campo. A regido
centro-sul da Area de Risco de Inundagio R1 (Figura 23 e 24) foi o local em que mais foram
recuperados isolados com classificacdo dos filogrupos A, B1 e B2, neste 0s grupos A e B2 tem
0s pontos de maior propor¢cdo. A mesma localidade também acumula as maiores proporcdes
de amostras com enquadramento de patotipos de E. coli, sugerindo o papel desses animais na
contaminacdo do ambiental, especialmente o patotipo STEC associado com a presenga do
patotipo STEC assim como a presenca do hibrido STEC/EAEC.

O papel de diferentes espécies animais como carreadores assintomaticos de
EHEC/STEC tm sido extensivamente estudado nos ultimos anos (Gomes, 2016). Além de
bovinos, que € 0 mais comum reservatorio natural, a presenca deste patdégeno tem sido
identificada em fezes de bufalos, carneiros, porcos, passaros e peixes. A presenga de
EHEC/STEC no ambiente é outra fonte de preocupacéo ja que eles podem sobreviver no solo,
esterco, pastos e agua, representando um importante veiculo de transmissdo (Lascowski,
2013; Gomes, 2016).

A presenca do patotipo EAEC pode ndo estar associada aos animais, pelos menos,
EAEC atipica encontrada nestes estudo. Resultados de algumas pesquisas apontam que
animais podem ndo ser um reservatério de EAEC. O gene stx pode ser adquirido por

transferéncia horizontal de genes levando a emergéncia de E. coli enteroagregativa produtora
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de shigatoxina. Este modelo foi sugerido por Rasko e colaboradores para explicar a
emergéncia da epidemia com a cepa 104:H4  (Bibbal, 2014; Bako, 2014; Rasko, 2011).

A presenca de animais domésticos verificada no estudo pode ter contribuido para o
isolamento da espécie estudada. A falta de comprometimento com posse responsavel de
animais no Brasil é um fato grave e é uma das mais urgentes construgdes juridicas do Direito
Ambiental (Bortolini, 2004; Santana, 2004), o abandono de animais e a falta de uma efetiva
politica publica de controle permite que animais vaguem por diversos ambientes muitas vezes
submetidos a condig¢des que viabilizam o ciclo de diversas zoonoses. Escherichia coli também
estd presente na microbiota intestinal de cdes e gatos, e envolve cepas do patotipo STEC
(Broes, 1993). No Brasil cepas de E. coli foram isoladas de cédes e em todos os investigados

houve a presenca de genes stx (stx1 e stx2) por PCR (Paula, 2009).

Abastecimento de Agua e Esgotamento Sanitario

Os mapas do indicador de Proporcdo de Domicilios Servidos por Rede de
Abastecimento de Agua e de Proporcdo de Domicilios Servidos por Esgotamento Sanitério
referente aos dados disponibilizados pelo Censo 2010 (IBGE) apresentaram percentuais muito
baixos nos bairros a norte do municipio de Sdo Goncalo. Segundo os dados da PMSG esta
regido esta situada a jusante dos rios que cortam o municipio, trata-se de uma regido de relevo
plano que embora esteja antropizado apresenta fragmentos importantes de manguezal que
gera uma espécie de zona de transicdo, muitos destas areas fazem parte de unidades de
conservacdo da natureza decretadas pelo governo federal e municipal, denominadas Area de
Protecdo Ambiental de Guapimirim e de Itaoca respectivamente.

Com a sobreposi¢cdo dos dados pontuais laboratoriais deste estudo foi verificado que
esta regido apresentou isolamento de cepas de E. coli assim como genes de enteroviruléncia, o
que demonstra que esta localidade apresenta contaminacdo fecal e risco de infec¢do para
populacdo que entra em contato com estas aguas. Em eventos de inundacGes, fontes
alternativas de agua podem ter a qualidade de potabilidade comprometida, ja que as dguas do
extravasamento dos rios podem atingir amplas areas que podem estar ocupadas por
residéncias.

Acredita-se que as taxas de sobrevivéncia de E. coli no ambiente aquatico sejam
afetadas por uma série de interacbes com o meio ambiente (grandes flutuacdes em suas
caracteristicas fisico-quimicas) e com a biota aquética (Jang, 2017). No entanto, enquanto um
grande numero de estudos que foram realizados em areas marinhas costeiras e lagos (Alm,

2012) informac0es sobre os padrdes espaciais, diversidade genética e distribuicdo temporal de
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bactérias fecais em sistemas semi-fechados e ambientes de transi¢do, caracterizada por
movimentos de mare periodicos ainda sdo escassos. Na regido mais central do municipio foi
encontrada uma situacdo mais satisfatoria em relacdo aos indicadores pesquisados, entretanto
houve uma recuperacdo muito importante de isolamento de E. coli assim como
enquadramento diversificado de patotipos. Esta regido também apresenta revelo plano e esta a
montante da &rea supracitada (a norte proximo ao ambiente costeiro), de forma que aspectos
relativos a contaminacéo destas areas possam influenciar areas logo a baixo desta regido mais
central como verificado por Perini (Penini, 2015).

A partir dos mapas foi possivel verificar um agregado de bairros na por¢édo central do
municipio de leste a oeste com resultados mais satisfatérios de abastecimento de agua, em
relacdo ao esgotamento sanitario esta condicdo foi mais precaria. Entretanto nesta mesma
porcdo do municipio foi verificado que os resultados dos dados laboratoriais apresentaram um
maior numero de isolados por ponto de coleta, ou seja uma importante recuperacdo de
isolados, assim como uma importante diversidade de patotipos de E. coli.

Nesta mesma regido central, o revelo é bastante plano e estd a montante da regido
supracitada o que possibilita a contribuicdo de sedimentos que possam carrear a contaminagéo
encontrada neste local para areas mais a jusante, trata-se de uma por¢do bastante antropizada
do municipio (PMSG). Segundo Perini (2015), a observacdo de bactérias fecais também no
compartimento benténico sugere que sedimentos podem acumular E. coli por longos
periodos, e assim distribui-las em sedimentos costeiros e aguas superficiais localizados
proximos a reas urbanizadas (Perini, 2015).

Em relacdo ao abastecimento de agua, a por¢do mais a sul do municipio apresentou
um padrdo mosaico de situacBes em que bairros apresentam condicdes satisfatorias e outros
vizinhos n&o. Nesta por¢do o saneamento apresentou resultados muito baixos retratando uma
regido com condic¢Bes semelhantes as descritas para o norte do municipio.

Nesta regido o relevo também é plano, mas esta mais proximo de regides mais
elevadas como os macigos que fazem fronteira com municipios vizinhos, entretanto os vales
apresentam urbanizacdo em expansdo (PMSG). A baixa infraestrutura em saude ambiental e 0
fluxo dos rios podem contribuir como fontes poluidoras para a regido mais a jusante, de forma
que embora a area central do municipio tenha apresentado condi¢cdes mais satisfatorias em
relacdo aos indicadores de saneamento pesquisados, se ndo houver mudanca nos padrbes
encontrados na regido sul as intervengOes realizadas mais a jusante poderdo ndo surtir os
efeitos esperados a populagdo. Desta forma, a regido central que apresenta indicadores com

resultados mais satisfatorios e que apresenta aparente infraestrutura ainda pode sofrer com
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impacto da contaminagdo mais a montante, vale ressaltar que nesta questdo soma-se a
situacdo de eventos associados a inundagdo que possibilita contato da populacdo ainda que
ndo habitem areas de risco.

E importante considerar que existe um grande tempo ja transcorrido desde o ultimo
censo do IBGE e que é possivel que melhorias possam ter ocorrido no municipio, entretanto,
documentos oficiais apontam necessidade de ampliacBes de abastecimento de agua e
esgotamento sanitario (Atlas Brasil/ANA, 2017; PMSB, 2012). Os dados sobre a observacédo
de campo nos remetem a uma situagdo de ampla degradac¢do dos corpos d’agua o que pode

representar condi¢Oes subestimadas que os dados censitarios podem ndo contabilizar.

Densidade Populacional (IBGE)

A urbanizacdo é complexa e leva em conta a taxa de urbanizacdo (porcentagem da
populacdo urbana total) e a taxa de crescimento urbano. A urbanizacdo dos paises
subdesenvolvidos (em desenvolvimento) foi mais recente e mais rapida, efetuando-se num
contexto econémico e politico diferente daqueles dos paises desenvolvidos. Tem
caracteristicas originais, que a diferenciam nitidamente da urbanizacdo deste Gltimo (Santos,
1981).

Com o mapa que representa a densidade populacional do municipio de Sdo Gongalo
foi visualizado um padrdo espacial concentrado na regido central distribuida numa direcéo de
leste a oeste. Com a sobreposicao dos dados proporcionais de isolados de E. coli por ponto de
coleta que foram submetidos a analise laboratorial de filogrupagem e a deteccdo de gene de
enteroviruléncia (enquadramento de patotipos de E. coli) verificou-se que as maiores
proporcbes de recuperacdo de isolados estiveram presentes em bairros localizados nesta
regido de maior concentracdo populacional assim como dos patotipos enquadrados (figura 29
e 30), sugerindo a fonte humana como uma importante origem de contaminacéo por E. coli.

O estudo demonstrou que a filogrupagem das amostras isoladas de E. coli foram
majoritariamente dos grupos A, B1 e B2, sendo estes dois primeiros grupos representados por
cepas comensais podendo haver cepas com potencial diarreiogénico, refletindo que estas areas
estejam contaminadas devido auséncia ou tratamento inadequado de esgoto domeéstico,
entretanto a ocorréncia do filogrupo B2 é ainda mais preocupante devido a gravidade de
desfecho clinicos que as cepas que pertencem este grupo tem o potencial de causar, como
infeccbes com quadros de infeccdo extra intestinais graves (Muller, 2007). Quanto aos
patotipos de E. coli, a diversidade e a presenca majoritaria de genes do patotipo EAEC

representam também uma grave condicdo, assumindo grande relevancia para Saude Publica
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alertando para necessidade de a¢des tanto para vigilancia em satde quanto para infraestrutura
da cidade.

E importante ressaltar que as coletas foram orientadas pelo o georreferenciamento
do banco de dados da série historica de ocorréncias de inundacdo do Municipio (Defesa Civil
1995-2005), 0 que permitiu uma proposi¢do de areas de risco de inundacdo, além disso, houve
um direcionamento da coleta através das rotas de atendimento ao contribuinte pelas entradas
de demanda de processos na Secretaria de Meio Ambiente/PMSG, entretanto levando-se em
consideracdo que o estudo objetivava de forma exploratoria pesquisar a ocorréncia de E. coli
nas areas de inundacdo e que na analise espacial foi verificado que estas areas se concentram
também em areas mais urbanas que coincidem com &reas mais ocupadas.

Este resultado pode levar a uma consideracdo importante de que as areas que
sofrem com recorréncia de eventos adversos sdo areas mais povoadas e impactadas
negativamente pela urbanizacdo sobretudo a ocupagdo de areas marginais de corregos e rios
que, por sua vez, como ja mencionado anteriormente sdo areas com intensa degradacao que
pode estar contribuindo para adaptacdo, persisténcia e reproducdo da espécie pesquisada no
ambiente e ainda permitindo condi¢bes propicias para sua evolucdo, como modificacdes
genéticas que podem propiciar a emergéncia de cepas potencialmente virulentas carreadoras
de genes de enteroviruléncia ja reconhecidos para sua deteccdo ou até mesmo variagbes com
co-ocorréncia de genes de patotipos diferentes.

O geoprocessamento pode contribuir para verificar a espacializacdo de areas de
risco e distribuicdo da espécie E. coli no espaco possibilitando a investigacdo na area da
vigilancia em salde. Na América Latina, a distribuicdo dos patotipos de E. coli é bastante
regionalizada e o impacto da diarreia é bastante distinto de um pais para o outro (Torres,
2010).

No Brasil, a distribuicdo de E. coli patogénica em diferentes populacdes e a
diversidade em que reflete a variabilidade regional resultando em um cenario complexo desde
a inddstria de alimentos até o seu impacto nas rotas agricolas, bem como a interconectividade
de viagens. A concepcio One Health (Sadde Unica) pode ser aplicada para entender a doenca
diarreica oriunda de E. coli, pois reconhece a relacdo entre a salde e a doenca nas interfaces
humana, animal e ambiental e tornou-se um viés importante nas ciéncias medicas e
veterinarias. Além disso, essa iniciativa recomenda o uso de tratamento(s), se necessario, para
combater os patégenos e promover uma mudanga sistémica no gerenciamento do risco
(Torres, 2017).
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Perfil de elevacdo do terreno e longitudinal ao longo do Rio Alcantara

O Rio Alcantara sofreu grandes transformacgdes com obras de engenharia (canalizacao,
retilinizacdo, pontes, travessas etc.) para facilitar as edificacbes e aumentar a infraestrutura
urbana. Segundo Vieira e Cunha (2001) as modificacOes feitas nos canais em areas urbanas
tém provocado mudancas nos processos fluviais, pois com o uso desordenado do solo, 0
aumento da erosdo e das areas impermedaveis aumenta o assoreamento do rio e as inundacde
(Vieira, 2017).

Neste estudo observou-se que na Bacia do Rio Alcantara foi encontrada as maiores
concentragdes de isolados. Utilizando a avaliacdo da degradacéo hidromorfoldgica das bacias
dos rios Guaxindiba/Alcantara proposta por Damasco e Cunha (2014) foi possivel identificar
o perfil longitudinal fluvial que e verificar como se distribuiu os resultados laboratoriais
encontrados no presente estudo.

Os pontos de coleta nesta regido foram bem representativos devido a distribuicdo mais
acentuada de areas com maior densidade de pontos quentes (interpolacdo de Kernel),
entretanto vale ressaltar que as rotas de atendimento a processos na Secretaria de Meio
Ambiente/ PMSG foram utilizadas para direcionar a coleta. Com o trabalho de Damasco e
Cunha (2014) foi possivel analisar espacialmente e explorar os pontos coletados de acordo
com os setores longitudinalmente ao longo do rio. Com isso foi possivel observar que 0s
pontos em que foram obtidas as maiores proporcdes de isolados por ponto de coleta estiveram
presentes no médio curso do rio na transicdo com o baixo curso do rio, assim como foi
acompanhado resultado semelhante para grande diversidade de patotipos de E. coli.

O relevo € um aspecto fisico que pode possibilitar este resultado, aliado a degradacéo
ambiental do canal que em diversos aspectos pode contribuir para tal ocorréncia da espécie,
levando em consideragdo o assoreamento do rio como um fator que modifica a dindmica do
rio, tornando-o mais Iéntico. Outras condi¢cdes ambientais como fatores fisico-quimicos (pH,
temperatura, DBO, DQO) podem estar alterados que talvez possam favorecer populagdes de
microrganismos em detrimento de outras. Estas populagdes que se favorecendo podem ser
aloctones e neste sentido o despejo de esgoto sem tratamento pode alterar toda comunidade
com populacdes de origem fecal que possam se adaptar, e cepas podem até mesmo se
especializar ao ambiente aberto.

Damasco e Cunha (2014) realizaram andlise hidromorfoldgica de pontos selecionados
da Bacia do Guaxindiba/Alcantara. Os trechos considerados mais degradados apresentaram

estagio critico de degradacdo estes pontos estdo mais a jusante, no baixo curso do rio. No
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médio curso o ponto avaliado foi classificado como estdgio avancado de degradacdo. Mais a
montante da bacia foi o trecho mais preservado, muito embora esteja classificado como
intermediario para a avaliacao realizada.

Com o alto grau de comprometimento das planicies de inundacdo somado a analise de
dados de inundagéo da Defesa Civil foi inferido pelo autor (Damasco e Cunha, 2014) que as
inundacgdes concentram-se nas proximidades dos trechos com morfologia degradada, os
resultados sugerem que o avanco do grau de degradacdo dos canais seja diretamente
proporcional ao aumento da ordem hierarquica.

Com o georreferenciamento dos dados do mapeamento realizado por Damasco e
Cunha (2014) em articulacdo com os resultados encontrados no presente trabalho foi possivel
verificar que os pontos de coleta com grande recuperacédo de isolados que foram submetidos a
filogrupagem e deteccdo de genes de enteroviruléncia para E. coli coincidem com os pontos
de degradacdo avancada e criticas. Com a analise sobre o perfil de elevacdo de terreno
também se verificou que a area apresenta relevo plano com poucos e sem elevacGes e que 0
trecho que vai da area de transicdo entre o médio ao baixo curso apresenta suaves depressdes.
E possivel que intervencdes estruturais ou até mesmo o impacto relativo & degradaco possam
estar propiciando tais variagoes.

Jé& é reconhecido que cepas de E. coli estdo envolvidas em muitos surtos de infec¢cdo
transmitidas pela dgua ao redor do mundo (Jang, 2017; Chandran e Mazumder, 2015). A
contaminacdo do ambiente por E. coli patogénica pode ocorrer através de esterco, esgoto com
fezes de animais, agua residual de abatedouros e efluentes de plantas de tratamento de esgoto
(Bako, 2017; Baliére, 2015). Sua prevaléncia no ambiente ndo tem sido extensivamente
examinada em grandes detalhes. Isto enfatiza a necessidade de estudos adicionais para
entender a ecologia destas bactérias no ambiente (Jang, 2017).

Mugnai (2015) mostrou que enterobactérias viaveis estdo presentes na zona hiporreica
(ligacdo entre a superficie e as dguas subterraneas) e provavelmente onde se reproduzem,
também demonstrou que as bactérias entéricas estao distribuidas de maneira heterogénea entre
os locais amostrados. Sua variacdo espacial foi relacionada a fatores ambientais e parametros
fisico-quimicos no interior da HZ e pode desempenhar um papel fundamental na diversidade e
distribuicdo microbiana dentro desses ecossistemas. Nesta perspectiva 0 impacto negativo
devido a contaminacéo de corpos d’agua superficiais por esgoto pode ainda contribuir para a
deterioracdo destes dominios podendo ser mais amplos devido & dindmica hidrica, sendo um
fator limitador ou tornando-o mais caro devido a necessidade de adogdo de tratamentos cada

vez mais custosos para 0 aproveitamento deste recurso essencial a vida como o direito
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humano a 4gua potavel assim como para o0 uso em diversos processos produtivos.

No presente estudo foi possivel detectar isolados potencialmente virulentos e patotipos
diarreiogénicos STEC, ETEC, EAEC e EPEC. Foi verificada a presenca majoritaria de EAEC
que alerta para 0 seu importante impacto na saude humana devido relatos de quadros
persistentes de diarreia e retardo no crescimento infantil. Soma-se ao fato que a co-ocorréncia
de genes deste patotipo com genes de enterovirulencia para STEC e EPEC podem
potencializar a expressdo da viruléncia. Mais pesquisas sdo necessarias, mas nesse estudo foi
sugerido que condicdes ambientais encontradas como o perfil do revelo associado a ampla
degradacdo ambiental e falhas nas solugdes para saneamento ambiental possam estar
contribuindo para o ciclo e a preservacgdo da bactéria pesquisada.
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8 Conclusdes

> Isolados de Escherichia coli com potencialidades de viruléncia circulam amplamente
em areas de Alto e Baixo Risco de Inundacdo no municipio de S&o Goncalo. A
contaminagdo dessas areas por esses microrganismos representa um risco a salude
humana, especialmente, durante os eventos de inundacdo quando é maior a exposicao

por aguas residuais resultantes do escoamento superficial;

> Atipagem de Clermont revelou que a populacédo de E. coli isolada € filogeneticamente
diversa, constituida por linhagens distintas, com potenciais habilidades em causar

doencas diversas;

» A investigacdo de marcadores genéticos de enteropatogenicidade em isolados
bacterianos permitiu detectar a circulacdo de patotipos diarreiogénicos, agentes de
infeccdes intestinais de amplo espectro clinico, inclusive, podendo evoluir para
quadros de grande severidade e morte. A diversidade de genotipos de enteroviruléncia
e a ocorréncia de patotipos hibridos reforcam a caracteristica plasticidade genética da
espécie;

» A observacdo de animais diversos em areas urbanas e rurais, principalmente, nas areas
de alto risco de inundacBes, onde foram também obtidos isolados potencialmente
virulentos, reforca o papel desses animais como potenciais reservatorios ambientais,

especialmente, para as linhagens zoonoticas;

» A andlise espacial mostrou que as areas com maiores densidades demograficas e
deficiéncia no esgotamento sanitario sdo as de maiores risco de contaminagdo por
isolados E. coli potencialmente virulenta e correspondem, principalmente, as areas de
alto risco de inundagdo alertando para investimentos em saneamento e gestdo

ambiental;

» O mapa do perfil de elevacdo e longitudinal do Rio Alcéantara (area de alto Risco de
Inundacéo) revelou que padrdes geomorfoldgicos como superficies de aplanamentos e
depressdes, estdo co-localizados com aglomerados bacterianos, sugerindo que o curso

do rio e caracteristicas do relevo fluvial podem favorecer o depdsito de isolados
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bacterianos e, consequentemente, contribuir para o risco de exposi¢cdo humana a esses

enteropatdgenos;

» O geoprocessamento se mostrou uma ferramenta de analise de extrema importancia
para 0 mapeamento do territorio, permitindo definir a distribuicéo espacial de isolados
de E. coli potencialmente virulentos e correlacionar esses dados com os indicadores

ambientais dos espagos geograficos;

» O conjunto dos dados obtidos revelou que as &guas superficiais de areas de alto e
baixo risco de inundacdo, localizadas no municipio de Sdo Gongalo estdo
contaminadas por E. coli potencialmente virulenta. Considerando as caracteristicas de
vulnerabilidade do territério, especialmente, apds eventos hidroldgicos, nossos
resultados visam alertar para acOes especificas na area de gestdo de riscos a desastres
no municipio de S&o Goncalo.
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Apéndice — Ficha de Caracterizacdo Ambiental

Ficha de Caracterizacao Ambiental

Diata:

Mome do rio:

Area de coleta:# [referente aos planos)
Coordenada geografica do ponto: X LY
Bacia Hidrografica:

Registro de Inundag3o:

1. 3ervigos de Infrasstrutura Sanitaria
Esgoto domestico in natura despejade no ambiente
O Sim
O nEe
Descarte irregular de lxo no ambiente
O sim
0O Mée
2. Caracterizaggo do relevo
Encosta [ sim [0 nzo
Planicie O sim O mzo
Manguezal [] Sim [ Mo
3. Ocupacdo Humana

Proxima ao ric {menos de 30 m)

O sim O mEe
Longe do Rio

[ Sim [0 Mao
Sobre orio

O sim O nzo

4. Presenca de animais no peridomicilic
O sim O Mae

Especificar:’
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Anexo — Parecer de Dispensada da Comissdo de Etica em Pesquisa

Ministério da Saade - -
FIOCRUZ ESCOLA NACIONALDE SADE PUBLICA
SERGIO AROUCA

Fundagéo Oswaldo Cruz ENSP
Escola Nacional de Salde Publica Sergio Arouca
Comité de Etica em Pesquisa

Rio de Janeiro, 09 de abril de 2018.

Parecer N° 02/2018

Titulo do Projeto: “Escherichia coli potencialmente diarreiogénica em dreas de risco de
inundacao no Municipio de Sao Gongalo, RJ: uma abordagem laboratorial
e espacial”

Classifica¢do no Fluxograma: Grupo I1I

Sera encaminhado a Conep (dreas tematicas especiais) e, portanto, deve aguardar a
apreciagdio final desta para inicio da execu¢io? Nao

Pesquisadora Responsivel: Cristiane dos Santos Sanfins
Orientador: Dra. Adriana Hamond Regua Mangia
Instituicio Proponente: Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca — ENSP/Fiocruz

Tipo do projeto: Projeto de Dissertacao de Mestrado Académico em Satide Piblica e Meio
Ambiente — ENSP

Data de qualificagio: 05/03/2018
Data de recebimento no CEP-ENSP: 04/04/2018
Data de apreciacao: 06/04/2018

O projeto “Escherichia coli potencialmente diarreiogénica em areas de risco de
inundagdo no Municipio de Sao Gongalo, RJ: uma abordagem laboratorial e espacial”, do
pesquisador/aluno Cristiane dos Santos Sanfins, conforme versao encaminhada ao Comité de
Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Satide Piblica Sergio Arouca, em 04/04/2018, nio
envolve direta ou indiretamente seres humanos, sendo, portanto, dispensado de apreciagao
ética pelo Sistema CEP-CONEP. Importante ressaltar que, caso haja necessidade de acesso a
individuos ou a bases de dados ou documentos de acesso restrito no decorrer do desenvolvi-
mento da pesquisa torna-se imprescindivel a submissao do projeto ao CEP por meio da Plata-

forma Brasil, antes de efetuar as modificacoes.
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ANEXO - Protocolo de Solugdes Utilizadas no Estudo

1) Reagentes e solucdes utilizadas nos ensaios de PCR
1.1) Solucéo tampdo Tris-EDTA (TE), pH 7.5
Tris-HCI (LGC Biotecnologia®)

EDTA (LGC Biotecnologia®)

1.2) Gel de agarose 1,0% (p/v)
UltraPure Agarose (Invitrogen®)

TBE 0,5X g.s.p.

1.5) Gel de agarose 1,2% (p/v)
UltraPure Agarose (Invitrogen®)

TBE 0,5X g.s.p.

10Mm

0,1ImM

1,3%

100mL

1,2%

100mL
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