
ISBN 978-85-8084-603-4 

 

 
Anais Eletrônico 

VIII EPCC – Encontro Internacional de Produção Científica Cesumar 
UNICESUMAR – Centro Universitário Cesumar 

Editora CESUMAR 
Maringá – Paraná – Brasil 

 

 
 

CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA DE FATORES DE VIRULÊNCIA 
ASSOCIADOS À EPEC E STEC EM Escherichia coli ISOLADAS DE 

ESTAÇÕES DE TRATAMENTO DE ÁGUA (ETAs) 
 
 

Paulo Alfonso Schuroff1; Nicole Ribeiro de Lima2; Tatiane das Neves Burgos3; Jacinta 
Sanchez Pelayo4 

 
 
RESUMO: As ETAs são projetadas com a função de captar água, tratar e a distribuir na forma potável. 
Neste processo, são originados resíduos como lodo de decantador e água de lavagem de filtros. Dentre os 
diversos tipos de bactérias encontradas nos resíduos, destacamos a E. coli. Embora comensal, algumas 
cepas dessa espécie podem causar gastroenterites, representando assim um dos principais agentes 
causais de diarréia em crianças e em adultos nos países em desenvolvimento.  Deste modo, esse trabalho 
teve como objetivo avaliar genotípicamente 171 cepas de E. coli isoladas de água bruta e resíduos (lodo e 
água de lavagem de filtros) de duas ETAs (Cafezal e Tibagi) da cidade de Londrina, PR. Estas cepas foram 
investigadas para a presença dos marcadores de virulência stx1, stx2, eae, bfp e hlyA pela técnica da 
Reação da Polimerase em Cadeia (PCR). Cinco isolados (2,9%) foram positivos para o gene eae sendo 
classificados como E. coli enteropatogênica (EPEC) atípica. Oito cepas (4,7%) foram classificadas como E. 
coli produtora de toxina Shiga (STEC) sendo que destas, sete foram positivas para a sequência stx1 e uma 
positiva para as sequências stx1, stx2 e hlyA. Nenhum isolado foi positivo para o gene bfp. Portanto a partir 
dos resultados encontrados esperamos conscientizar tanto a população como os órgãos públicos da 
importância do controle microbiológico dos resíduos de ETAs na prevenção de surtos e infecções 
relacionados aos corpos d’água que recebem esses resíduos.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

As ETAs captam água disponível superficialmente dos rios, lagos e reservatórios, 
realizam o tratamento e a distribuem sob a forma de água potável de acordo com a 
Portaria 2914/2011 do Ministério da Saúde (BRASIL, 2011). As impurezas contidas na 
água são removidas durante o processo de potabilização juntamente com os produtos 
químicos utilizados no tratamento, originando assim, como resíduos principais, os lodos 
de decantadores e a água de lavagem dos filtros (PAIXÃO et al., 2008). 

Os lodos gerados nos decantadores das ETAs podem ter suas características 
bastante variadas, dependendo fundamentalmente das condições apresentadas pela 
água bruta, dosagens e produtos químicos utilizados, forma de limpeza dos decantadores, 
entre outros fatores e são potencialmente tóxicos para plantas, seres humanos e 
organismos aquático. O descarte do lodo de ETA em rios pode alterar consideravelmente 
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as características da água do corpo receptor, provocando o assoreamento e mudança na 
cor, turbidez e composição química, além da possibilidade de contaminação do lençol 
freático (REIS et al., 2007). 

Além do lodo do decantador outra forma de gerar resíduos encontrados nas ETAs 
é através da lavagem dos filtros. Os filtros são normalmente lavados através do fluxo de 
água limpa no sentido contrário à filtração. A vazão utilizada deve ser suficiente para 
expandir o leito filtrante e liberar o material sólido retido na camada filtrante, por isso é 
necessária a utilização de uma vazão bem acima da vazão de operação da estação, 
levando à produção de grande volume de água residuária e baixas concentrações de 
sólidos, num curto espaço de tempo. Na prática, a água de lavagem de filtros tem sido 
comumente lançada em rios ou rede de esgoto ou ainda, recirculada na própria estação 
(USEPA, 2000). 

A avaliação de presença de microrganismos indicadores fecais, realizadas 
frequentemente, é o modo mais sensível e específico de avaliar a qualidade sanitária da 
água bem como os parâmetros microbiológicos de efluentes. Indicadores microbiológicos 
têm sido utilizados mundialmente para verificar a contaminação por resíduos humanos e 
animais. Tipicamente são utilizados organismos encontrados em elevadas concentrações 
no intestino e fezes de seres humanos, mamíferos de sangue quente, inclusive os de vida 
selvagem. Os indicadores geralmente utilizados incluem coliformes totais, E. coli e 
Enterococcus spp. sendo a E. coli de grande importância clínica, por se tratar de um dos 
principais agentes causais de diarréia em crianças nos países em desenvolvimento 
(NATARO; KAPER, 1998). 

E. coli associada à infecção intestinal, tanto em crianças como em adultos, são 
conhecidas como E. coli diarreiogênicas e os grupos classificados como: E. coli 
enteropatogênica (EPEC) típica e atípica e E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), na 
qual a E. coli enterohemorrágica (EHEC) constitui uma subcategoria de STEC, são 
importantes agentes causais de diarréia, principalmente nos países em desenvolvimento 
(NATARO; KAPER, 1998). 

Considerando a importância das diarreias causadas por E. coli em nosso meio, 
vimos a necessidade de um estudo avaliando a presença genotípica de fatores de 
virulência associados à diarreia em amostras de E. coli diarreiogenicas (EPEC e STEC) 
isoladas de água bruta e resíduos (lodo e água de lavagem de filtros) de Estações de 
Tratamento de Água (Cafezal e Tibagi) da cidade de Londrina, PR. 

 
 

2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

Foram utilizados para este trabalho 171 cepas de E. coli isoladas de água bruta e 
resíduos (lodo e água de lavagem de filtros) de duas ETAs (Cafezal e Tibagi) da cidade 
de Londrina, PR. 

A Tabela 1 mostra as sequências dos oligonucleotídeos iniciadores, tamanho dos 
fragmentos de DNA amplificados e temperatura de anelamento.  Os genes eae e bfp 
foram pesquisados para caracterizar o patotipo de EPEC típica; stx1, stx2, eae e hlyA o 
de STEC e as que só apresentarem o gene eae foram caracterizadas como EPEC atípica. 
As reações de amplificação foram realizadas da seguinte maneira: culturas em ágar Luria-
Bertani foram suspendidas em 300 μL de água Milli-Q e fervidas por 10 minutos para 
liberação e desnaturação do DNA bacteriano (ALBRIGHT; HUALA; AUSUBEL, 1989). A 
amplificação do DNA bacteriano foi realizada em volumes de 25 μL, contendo 2 μL do 
lisado bacteriano, 200 μM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl2, 20 pmol de cada iniciador e 1.5 U 
Taq DNA polimerase. Depois de amplificado, o produto de amplificação foi submetido à 
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eletroforese em gel de agarose de 1% a 2%, dependendo do tamanho do fragmento 
amplificado, corado com SYBR Safe e visualizado usando luz UV. Bactérias padrões 
descritas na literatura as quais apresentam os genes pesquisados foram utilizadas como 
controles positivo e a cepa HB101 (E. coli K-12) como controle negativo. 

 
Tabela 1- Sequência dos oligonucleotídeos pesquisados, tamanho dos fragmentos de DNA amplificados e 
temperatura de anelamento. 
 

Gene Sequência do oligonucleotídeo (5´3´) Fragmento 
(pb) 

Anelamento Referência 

bfpA (F) CAATGGTGCTTGCGCTTGGT 
(R) GCCGCTTTATCCAACCTGGT 

326 60ºc Gunzburg; 
Tornieporth; 
Riley, 1995 

Eae (F) GACCCGGCACAAGCATAAGC 
(R) CCACCTGCAGCAACAAGAGG 

384 60ºC Paton; Paton 
1998 

Stx1 (F) ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 
(R) AGAACGCCCACTGAGATCATC 

180 60ºC Paton; Paton 
1998 

Stx2 (F) GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 
(R) TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 

255 60ºC Paton; Paton 
1998 

hlyA (F) GCATCATCAAGCGTACGTTCC 
(R) AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT 

534 60ºC Paton; Paton 
1998 

 
 

3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Das 171 cepas isoladas, cinco (2,9%) foram positivas para o gene eae sendo 
classificadas como E. coli enteropatogênica (EPEC) atípica. Oito cepas (4,7%) foram 
classificadas como E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) sendo que destas, sete 
foram positivas para a sequência stx1 e uma positiva para as sequências stx1, stx2 e 
hlyA. Nenhum isolado foi positivo para o gene bfp. Neste estudo, a detecção de 
marcadores de virulência específicos permitiu classificar oito cepas como STEC (stx 
positiva) e cinco como EPEC atípica (eae positiva).  

Diversos estudos correlacionam a presença do gene stx em linhagens de E. coli 
com severas doenças em humanos (CAPRIOLI et al., 2005). E. coli que possuem o perfil 
eae+/ EAF-/ stx- têm sido correlacionadas com diarréia. Além disso, cepas de EPEC 
atípica possuem um perfil genômico característico que possibilita a aquisição de fatores 
de virulência típicos de outras linhagens de E. coli patogênicas (BANDO et al., 2009).  
 
 

4  CONCLUSÃO 
 

A partir dos dados obtidos concluímos que apesar da prevalência de STEC e 
EPEC nos resíduos de ETAs serem baixas, ainda podem representar um risco para a 
população devido sua alta virulência, principalmente quando tais resíduos não são 
tratados adequadamente. 
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