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INTRODUCAO

Os dejetos residenciais sdo compostos por coliformes fecais. Este grupo é constituido
por bactérias do género Citrobacter, Escherichia e Klebsiella. S&o bacilos aerébicos ou
anaerdbios facultativos, Gram negativos, ndo formadores de esporos, oxidase-negativos,
que fermentam lactose com producdo de &cido, gas a 35,0 + 0.5°C em 24-48 horas.
(DE MELO, 2006)

A contaminacdo da agua por coliformes fecais possibilita a ocorréncia das Doencas
Transmitidas por Agua e Alimentos (DTAS); que tém como principais sintomas a
diarreia, mal-estar geral, dor abdominal, nausea, vémito e febre; podendo em alguns
casos ocorrer desidratacdo. Os agentes causadores da DTA bacteriana sdo o Bacillus
cereus, Clostridium perfringens, Salmonella, Shigella, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli patogénica e outras. (COVISA, 2011)

A E. coli trata-se de bacilo, Gram negativo, anaer6bio facultativo, com cepas
saprofiticas e patogénicas. As cepas patogénicas possuem diferentes fatores de
viruléncia, como proteinas de adesdo, de invasdo e proteinas toxicas que irdo variar o
espectro de manifestacdes clinicas. Assim, a E. coli patogénica pode ser classificada em
enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica (EHEC), enterotoxigénica (ETEC),
enteroagregativa (EAEC), enteroinvasivas (EIEC) e que aderem difusamente (DAEC).
A EPEC apresenta como fatores de viruléncia: A) Fimbria BEP (bundle-formingpili),
responsavel pela aderéncia a célula epitelial e formacdo de micro col6nias, sendo
oriunda de um grande plasmidio EAF (EPEC AdherenceFactor). B) Proteina intimina,
codificada pelo gene eae. C) Aparelho de secrecdo do tipo 111.0s genes eae e 0 esp
estdo localizados na regido LEE (LocusofEnterocyteEffacement).

Na ETECos fatores de viruléncia sdo enterotoxinas termoldbeis LT | e LT Il —
codificada pelos genes eltl e eltll; e as termoestaveis STa e STb — codificadas pelos
genes stlA e stIB, ambos os genes sdo localizados em plasmideos. Ha também os
Fatores de Colonizacdo Antigénicos (CFA 1a CFA IV).

As EHEC tém como fator principal de viruléncia a toxina Shiga (Stx) ou toxina “Shiga-
like” (SLT), denominada dessa forma devido a similaridade com a toxina da Shigella
dysenteriae.

Sobre os fatores de viruléncia das EAEC, encontramos a fimbrias de aderéncia
agregativa (AAFs); protease mucolitica — PIC (proteininvolved in intestinal
colonization); Shigella enterotoxinl (SHEt1); enterotoxinas EAST-1, similar a STa da
ETEC; além da toxina PET (Plasmid-encodedtoxin), responsdvel por alteracbes no
citoesqueleto celular.

A EIEC também possui o sistema de secrecdo tipo Ill, serina-protease (SepA), sistema
de aquisicdo de ferro e outras proteases.
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A DAEC possui uma adesina chamada F1845, codificada por DNA de plasmideos ou de
Cromossomos.

Devido ao grande potencial de contaminacdo da agua por dejetos residenciais, que
podem levar ao surgimento das DTAs e sendo a Escherichia coli um dos agentes
etiologicos dessa morbidade; justifica-se um estudo sobre os diferentes fatores de
viruléncia dos diversos sorotipos desse micro-organismo. Para melhor entender essa
patologia de alta incidéncia e seus diferentes espectros sintomatologicos.

MATERIAL E METODOS
Trabalho realizado durante os meses de agosto de 2016 até agosto de 2017, em Feira de
Santana.

Coleta da amostra

As amostras seriam coletadas em diferentes Condominios de Feira de Santana que
possuem central de residuos de origem residencial, sendo esses distribuidos em tubos
contendo o meio de Cary-Blair (LEW et al, 1990) e imediatamente transportadas para o
LAMASP, onde seriam realizados os isolamentos. Mas ndo houve liberagdo pelos
responsaveis, assim as bactérias foram ativadas a partir da bacterioteca do LAMASP.

Isolamento de Escherichia coli.

As bactérias foram inoculadas em meio BHI e incubadas a 35°C durante 24-48hs; sendo
depois inoculadas no caldo EC contendo tubo de Durhan, para incubacdo a 45°C por
24hs em banho-maria. As culturas que apresentaram crescimento com presenca de gas
no tubo de Durhan foram semeadas no Agar Eosina-Azul de Metileno (EMB). Sendo o
EMB utilizado para isolamento primario de todas as espécies de bacilos entericos Gram-
negativos. As placas foram incubadas a 35° C durante 24h a 48hs, e foram selecionadas
colonias suspeitas de E. coli (colonias verdes metélicas ou enegrecidas) para a
identificacdo bioquimica.

As provas bioquimicas foram realizadas com coldnias suspeitas de cada amostra e
consistem em: Utilizacdo dos carboidratos (glicose, sacarose e lactose), producdo de
indol, prova do vermelho metila, prova de Voges-Proskauer, utilizacdo do citrato,
producdo de uréase, descarboxilacdo da lisina e arginina, producdo de fenilalanina
desaminase, producdo de sulfeto de hidrogénio, prova da motilidade. (KONEMAN,
2001)

Extracéo de DNA bacteriano
Utilizando o método de Boom et al (1990) com algumas modificacbes. Os reagentes
utilizados nesse método de extracdo serdo compostos por: (MELO)
e Tampdo de Lise
o lIsotiocianato de guanidina — 120 g
o Triton 100X — 1mL
o EDTA 0.5 M (pH 8.0) — 8,8mL
o Tris—HCI0.1 M (pH 6.4) — 111,2mL
e Tampado de Lavagem
o Isotiocianato de guanidina — 1209
o Tris-HCI0.1 M (pH6,4) — 100mL
e Solucgéo Carreadora
o Silica—1g
o Agua destilada — 5mL
o HCI37% - 50 pl
e Tampdo de Eluicao



o 10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
o ImMEDTA

Protocolo de extragéo

A colbnia selecionada foi suspensa em 200ul de agua ultrapura auto clavada em micro
tubo de 1.5ul, adicionando-se ImL de Tampao de Lise e 40ul de solugdo carreadora.
Em seguida, foram agitadas por 30 segundos e deixadaspara incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugando a 12000 G, por 90 segundos, foi feita remocéo do
sobrenadante sem tocar no pellet e serdo adicionadas 0.5 mL de Tampédo de Lavagem,
agitando por 15 segundos em vortex e novamente centrifugando a 12000 G, por 90
segundos. Foi descartado o sobrenadante e repeticdodo procedimento de lavagem mais
uma vez. Descartando o sobrenadante novamente e adicionando 0.5 mL de Etanol
(70%) agitando por 15 segundos em vértex e centrifugando a 12000 G por 90 segundos.
Repetido o procedimento mais uma vez. Descartado o sobrenadante e adicionado 0.5mL
de Acetona e agitando por 15 segundos em vortex, centrifugando, em seguida, a 12000
G por 90 segundos. O sobrenadante foi descartado e deixado para secar o pellet.
Adicionou-se 150ul de Tampédo de Eluicdo seguindo de agitacdo em vortex por 60
segundos. Incubando a 56°C por 10 minutos em banho. Feita agitacdo em vértex por 60
segundos e centrifugacdo a 12000 G por 5 minutos. Foi removido o sobrenadante
contendo o DNA para novos tubos, posteriormente foi feito armazenamento do material
extraido a — 20°C.

Pesquisa dos genes de viruléncia pela reacdo em cadeia de polimerase

Depois da extracdo do DNA, as amostras seriam submetidas a reacdo de PCR utilizando
iniciadores especificos para 0s genes stx1, stx2, eltl e eae que codificam para Toxina
Shiga ou shiga-like, toxina LT e intimina, respectivamente. As reacfes de PCR seriam
realizadas utilizando o DNA das linhagens de referéncia EPEC ATCC 01272, EHEC
ATCC 933, ETEC UNICAMP como controles positivos e E. coli ATCC 25723 como
controle negativo.

Todas as reacbes de PCR seriam realizadas para um volume final de 30ul, ¢ os
reagentes utilizados seriam: agua deionizada: 17,1ul; PCR buffer 10x: 2ul; dNTP
10mM: 0,6pl; Iniciador 1: 1,5ul; Iniciador 2: 1,5ul; 50mM MgCl2: 2ul; Taq polimerase
(500 U): 0,3ul; DNA extraido: Sul.

Todas as reacOes seriam submetidas a 30 ciclos que tiveram as seguintes etapas:

1- Desnaturacéo Inicial: 94°C por 5 minutos

2- Desnaturacgdo: 92°C por 1 minuto

3- Anelamento: 55°C (EHEC) / 50°C (ETEC) / 63°C (EPEC) por 30 segundos
4- Extensdo: 72°C por 30 segundos

5- Fechamento: 73°C por 10 minutos

RESULTADOS EDISCUSSAO

Dentre os resultados esperados estavam a caracterizacdo de sorotipos de Escherichia
coli isoladas de dejetos residéncias, para compor dados epidemiolégicos em Feira de
Santana; além da identificacdo dos fatores de viruléncia dos sorotipos encontrados e a
publicacdo de artigos sobre o tema. Os resultados alcancados foram o isolamento da
bactéria E. coli e a extracdo de material genético, contudo devido a indisponibilidade
dos materiais para PCR a identificacdo]ao dos fatores de viruléncia ndo foi realizada.



CONSIDERAGCOES FINAIS

Como dito as etapas inicias do trabalho foram realizada; como a coleta de amostra, o
isolamento e a identificacdo das linhagens de E. coli. Todavia a identificagdo dos
fatores de viruléncia ndo foi possivel, ja que a sua realizacdo precisa da reagdo em
cadeia de polimerase (PCR) e os "primers” comprados demoraram para chegar e,
quando chegaram, estavam errados. Novos “primers" foram solicitados em
substituicdo, mas ainda ndo chegaram.
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