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RESUMO

Na cidade de Sao Luis, capital do estado do Maranhdo, ¢ ineficaz o tratamento de efluentes, os
quais s3o langados in natura nos recursos hidricos. Isso evidencia que, no ambiente costeiro,
podem existir indicadores de contaminac@o fecal. Amostras das praias Ponta d’Areia, Sdo Marcos,
Calhau e Olho d’Agua foram analisadas com o objetivo de detectar os enteropatogenos e as
linhagens diarreiogénicas de Escherichia coli ali presentes e, além disso, testar a susceptibilidade a
agentes sanitizantes das linhagens de E. coli diarreiogénicas. Em todos os pontos de coleta foram
identificadas espécies de E. coli, Serratia liquefaciens, Hafiia alvei, Salmonella spp., Serratia sp. As
cepas de E. coli diarreiogénicas, identificadas pela Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR), ficaram
assim distribuidas: 82% de E. coli enterotoxigénica (ETEC), 9% de E. coli enterohemorragica
(EHEC) e 9% de E. coli enteroagregativa (EAEC). Os agentes sanitizantes testados foram:
detergente, alcool doméstico e hipoclorito de sodio. Este ultimo apresentou maior a¢ao bactericida
sobre todas as linhagens de E. coli. O estudo mostrou que os problemas de saneamento local t€ém
contribuido para a contaminagdo das praias de Sdo Luis por microrganismos resistentes a agentes
sanitizantes e que representam riscos a satide publica.
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ABSTRACT

Enteropathogens detection and susceptibility testing to sanitizer agents of diarrheagenic Escherichia
coli strains isolated from the beaches of Sdo Luis, Maranhdo, Brazil

The city of Sao Luis, capital of Maranhao state (Brazil), provides ineffective treatment of its
effluents, which are released straight into the water resources. In order to search for indicators
of fecal contamination at the coastal environment we collected samples from different sites.
Samples from Ponta d’Areia, Sio Marcos, Calhau and Olho d’Agua beaches were analyzed
aiming to detect pathogens and diarrheagenic strains of Escherichia coli; in addition to test the
susceptibility of diarrheagenic E. coli strains to sanitizer agents. In all analyzed areas, species of E.
coli, Serratia liquefaciens, Hafnia alvei, Salmonella spp., and Serratia sp were identified. Strains
of diarrheagenic E. coli were identified thorough the Polymerase Chain Reaction (PCR), 82%
corresponded to enterotoxigenic E. coli (ETEC), 9% to enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) and
9% to enteroaggregative E. coli (EAEC). The sanitizers tested were detergent, domestic alcohol and
sodium hypochlorite, the latter presented higher bactericidal effect for all E. coli strains. The study
showed that the local sanitation problems contributed to the contamination of the beaches in Sao
Luis by microorganisms resistant to sanitizers which pose risks to public health.

KEY WORDS: Enterobacteriaceae. Escherichia coli. Public Health.

INTRODUCAO

O ecossistema marinho tem grande importancia para a sociedade em
virtude de seus possiveis usos. Assim, a qualidade da agua deste ambiente &
fundamental para que seus usos ndo acarretem prejuizos a satde da populagdo
(Oliveira, 2009). Sales (2006) agrupa em cinco categorias os usos principais das
praias, os quais refletirdo na qualidade desses ambientes: uso residencial do solo,
exploragdo dos recursos vivos e ndo vivos, infraestrutura, turismo e atividades
recreacionais € conservagdo e prote¢do da biodiversidade.

Diversos poluentes, principalmente os originados do esgoto doméstico,
sdo langados no ambiente costeiro sem tratamento adequado ¢ comprometem a
qualidade deste recurso hidrico (Dalfior, 2005). A falta de sanecamento constitui
um dos mais sérios problemas ambientais ¢ de satde publica, principalmente
nas areas urbanas de paises em desenvolvimento. Em decorréncia do rapido e
intenso crescimento populacional desses paises, presume-se que o namero dos
individuos ndo abastecidos por agua potavel e sem infraestrutura de esgotamento
sanitario tende a crescer e ndo a diminuir. Este quadro tem como origem a falta de
investimentos em obras de saneamento que atendam & demanda gerada por uma
populagdo crescente (Gouveia, 1999).

O déficit no setor de saneamento basico acarreta uma série de doencas
na populagdo, tendo como consequéncia gastos muito elevados com a satde
publica. Entre as principais doengas relacionadas a contaminagéo hidrica ¢ a falta
de condi¢des adequadas de esgotamento sanitario, destacam-se: colera, infecgdes
gastrointestinais, febre tifoide, poliomielite, amebiase, esquistossomose e shigelose
(Motta et al., 1994).
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Estudos epidemioldgicos tém documentado um aumento do risco de
contrair doengas gastrointestinais e respiratorias apos a recreacdo em aguas com
concentragdes elevadas de bactérias indicadoras de contaminagdo fecal (FIB)
provenientes de esgoto e da drenagem urbana. Pesquisas com FIB sdo realizadas
em todo o mundo em razdo de sua presenca em altas concentragdes no esgoto € no
escoamento superficial urbano ¢ também porque sua detec¢o apresenta baixo custo
e seus ensaios sdo padronizados (Boehm et al., 2003).

No mundo, a pneumonia e a diarreia sdo responsaveis por cerca de 40%
das mortes de criangas a cada ano. Em escala global, a diarreia é a segunda doenca
causadora de maior grau de mortandade entre criancas menores de 5 anos, pois
aproximadamente 1,5 milhdo de criangas morre todo ano em decorréncia desta
enfermidade (UNICEF & WHO, 2009).

Mais de vinte enteropatogenos virais, bacterianos e parasitarios estao
associados com diarreia aguda, entre os quais se destacam: Rotavirus e Escherichia
coli, principais responsaveis pelos episodios de diarreia aguda em criangas; Shigella
spp., Salmonella spp., Campylobacter jejuni/coli, Vibrio cholerae, Aeromonas spp.
¢ Plesiomonas spp., que ocorrem mais comumente em areas pobres; infecgdes
causadas por protozoarios ¢ helmintos, presentes sobretudo em areas onde o
saneamento ambiental € bastante precario (O’ryan et al., 2005).

A Escherichia coli ¢ predominante entre os diversos organismos anaerobios
facultativos que fazem parte da microbiota intestinal de animais de sangue quente.
A maioria das cepas de E. coli presentes no trato gastrointestinal ¢ formada por
comensais ndo patogénicas, mas, caso o hospedeiro esteja debilitado ou com baixa
imunidade, estas cepas podem causar infecgdes (Nataro & Kaper, 1998). Sua
presenga no meio marinho pode ser devida a contaminagdo microbiana de origem
fecal, portanto ¢ indicadora de condi¢des sanitarias inadequadas (Kasnowski, 2004).

Cepas de E. coli diarreiogénicas sdo classificadas dentro de varios grupos
com base nos mecanismos de patogenicidade e na presenga de varios fatores
ou determinantes de viruléncia. Nesses grupos estdo incluidas E. coli dos tipos
difusamente aderente (DAEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC) e enterohemorragica (EHEC)
(Hamilton et al., 2010).

Segundo Santos (2009) e Silva et al. (2008), a cidade de Sao Luis,
localizada no estado do Maranhdo, Brasil, possui uma estrutura de saneamento
basico com baixa porcentagem de tratamento de efluentes e que atende pequena
parcela da populagdo local. A contaminacdo do mar pode acontecer em
consequéncia de despejo direto de esgoto, agua de drenagem pluvial ja contaminada
clandestinamente por lancamento de esgoto ou de desague de rios contaminados
pelas formas anteriormente citadas. Assim, ha fortes evidéncias de que o ambiente
marinho esteja susceptivel a existéncia de FIB e, consequentemente, de patogenos.

Estudos feitos por Silva et al. (2008) no ano de 2005 nas praias mais
frequentadas por banhistas ¢ turistas no municipio de Sdo Luis — Ponta d’Areia,
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Calhau, Olho d’Agua e Aragagi — concluiram que as aguas destas praias
apresentavam altas concentracdes de Enterococcus, caracterizando-se como
improprias para o banho em varias periodos do ano. A Resolugdo do Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) n° 274, de 29 de novembro de 2000,
em seu Art. 2° § 5°, recomenda a pesquisa de organismos patogénicos nas praias
ou balnearios sistematicamente improprios. Esta norma ainda determina que os
microrganismos indicadores de contaminagao fecal que devem ser pesquisados para
avaliacdo de balneabilidade de aguas marinhas sdo: os coliformes termotolerantes,
Escherichia coli ¢ Enterococcus (Brasil, 2000).

Portanto, foram analisadas amostras contaminadas com coliformes
termotolerantes das principais praias de Sao Luis, oriundas de estudos feitos por
Barros et al. (2010) e provenientes das praias da Ponta d’ Areia, Sao Marcos, Calhau
¢ Olho d’Agua. Esta investigagio teve como objetivos detectar os enteropatogenos
e as linhagens diarreiogénicas de E. coli presentes nas praias e fazer o teste de
susceptibilidade das linhagens de E. coli a agentes sanitizantes.

E necessario que seja feita a identificagio dos enteropatogenos nas
aguas das praias, pois eles caracterizam a contaminagdo dos recursos hidricos
e representam riscos a saude das pessoas que usufruem desses ambientes para
recreacdo. Além disso, a determinac@o da susceptibilidade de E. coli diarreiogénica
a agentes sanitizantes possibilita a identificagdo da resisténcia desses organismos a
substincias que estdo presentes nos esgotos domésticos e que sdo de facil obtengdo
pelas pessoas que usufruem do ambiente marinho.

MATERIAL E METODOS

A cidade de Sao Luis esta situada no norte do estado do Maranh@o, na ilha
do Maranhdo (Latitude 2°31° S e Longitude 44°16’ W), juntamente com outros trés
municipios: Pago do Lumiar, Sdo José de Ribamar ¢ Raposa (Silva et al., 2008).
Segundo dados do Censo 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2010), a cidade de Sdo Luis conta com uma populagdo de 1.011.943
habitantes em uma area de 835 km? e possui um litoral com 32 km de extensio.

Os pontos de coleta de 4gua foram geograficamente marcados com auxilio
de um GPS: dois pontos de coleta localizados na praia da Ponta d’Areia (P-01:
2°30°06.56” S / 44°19°06.76” W; P-02: 2°29°39.96” S / 44°18°28.70” W), um
ponto na praia de Sdo Marcos (P-03: 2°29°12.45” S / 44°17°04.95” W), outro no
Calhau (P-04: 2°28°55.78” S / 44°15°35.01” W) e mais dois pontos na praia do Olho
d’Agua (P-05:2°28°47.97” S/ 44°14°15.75” W; P-06: 2°28°39.65” S / 44°13°33.50”
W), totalizando seis pontos de coleta de amostras de agua distribuidos numa faixa
litoranea com cerca de 12 km de extensdo.

Os pontos de coleta ficaram assim distribuidos: P-01 estava localizado a
500 m a direita da foz do Rio Anil, com quatro pontos de esgoto e dois de drenagem
pluvial em suas proximidades; P-02 estava proximo de trés pontos de esgoto e de dois
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pontos de drenagem pluvial; P-03, proximo de S pontos de esgoto e de 27 de drenagem
pluvial e a mais de 2 km de distancia a esquerda do Rio Calhau; P-04 localizava-se
entre os rios Calhau (500 m) e Pimenta (2 km) e possuia um ponto de esgoto ¢ oito
de drenagem pluvial em suas cercanias; P-05, entre o Rio Pimenta (400 m) e o Rio
Jaguarema (400m) e perto de um ponto de esgoto ¢ um de drenagem pluvial; P-06
ficava a 1 km a direita do rio Jaguarema e a 1 km a esquerda do Rio do Meio, com
nove pontos de drenagem pluvial e nenhum ponto de esgoto em suas proximidades.

P-

o2 P4 o 06
P03

«P-01

Fonte: Miranda et al. (2000) - SPOT IV (EMBRAPA) (adaptado pelo autor, 2011).
Figura 1. Localizagdo dos pontos de coleta de amostras.

A pesquisa foi iniciada no més de maio e finalizada no més de novembro
de 2009. No periodo de maio a setembro, foram identificadas as enterobactérias e,
nos meses posteriores, detectadas as cepas diarreiogénicas de E. coli, seguindo-se
a realizagdo do teste de susceptibilidade destas cepas a agentes sanitizantes. Assim,
concluidos os processos de analise laboratorial, os resultados foram tabelados e
tratados por meio de propor¢ao simples.

A coleta de dados foi realizada com base nas amostras positivas e mais
diluidas de caldo Escherichia coli (EC) provenientes do monitoramento da
qualidade da 4gua realizado por Barros et al. (2010) nos pontos ja mencionados.
Assim, inoculou-se este material em tubos contendo caldo Verde Brilhante e
Rappaport, por meio de alga de platina, os quais foram incubados a 35,5°C por
24 horas em estufa bacterioldgica. Seguindo-se 0 método de esgotamento, foram
semeadas placas contendo Agar MacConkey nos tubos positivos de Caldo Verde
Brilhante. Os tubos positivos provenientes do Caldo Rappaport foram semeados
em placas contendo meio Agar Salmonella-Shigella. As placas semeadas foram
incubadas em estufa a 35,5°C durante 24 horas para posterior leitura dos resultados
(Nascimento et al., 2000).

As colonias isoladas provenientes de Agar MacConkey e Agar
Salmonella-Shigella foram repicadas no Enterokit B (Probac do Brasil): EPM, Mili
e Citrato para realizar as provas bioquimicas para identificagdo de enterobactérias
(Pupulin et al., 2009).
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Ap6s a identificagdo das enterobactérias, apenas as espécies de E. coli (32
isolados) foram selecionadas para a caracterizagdo dos subtipos diarreiogénicos pela
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Esta técnica tem por finalidade amplificar
diferentes alvos de DNA numa mesma reagdo com uso de varios oligonucleotideos, o
que faz com que os custos envolvidos neste teste sejam reduzidos significativamente
(Macédo et al., 2007).

Primeiramente, as col6nias de E. coli isoladas foram semeadas em Agar
Nutriente e, apds sua incubacdo a 35,5°C em estufa por 24 horas, elas foram
suspensas em tubo eppendorf contendo agua destilada. O conteudo foi agitado
em vortex de acordo com a escala de MacFarland até atingir a turbidez de 1,5x10°
UFC/mL e, finalmente, foi realizada a extragdo do DNA das bactérias pelo método
de fervura em agua estéril (Barea et al., 2004; Sepp et al., 1994; Lench et al., 1988),
colocando-se os tubos eppendorf em agua a 100°C por 10 minutos. Apds esse
procedimento, os tubos contendo as amostras foram centrifugados por 1 minuto e o
sobrenadante foi retirado para ser separado o DNA de outras partes da célula. Dessa
forma, o sobrenadante foi utilizado no procedimento da PCR.

Alguns genes podem codificar fatores de viruléncia tais como: o
fragmento de gene eae ¢ caracteristico de E. coli EPEC, stx de E. coli EHEC,
elt e est de E. coli ETEC, ipaH de E. coli EIEC e aggR de E. coli EAEC. Para
ser realizada a identificagdo de genes de viruléncia, ¢ necessario que para cada
um dos genes-alvo sejam utilizados diferentes oligonucleotideos. Assim, os
oligonucleotideos SK1-SK2 foram utilizados para detectar o gene eae, o conjunto
de oligonucleotideos VTcom-u e Vtcom-d foram utilizados para amplificar os
genes stxl, stx2 e seus variantes e o conjunto de oligonucleotideos AL65 e AL125,
que amplificam dois genes da toxina ST-I (ST-la e ST-Ib), para detectar o gene
est; o conjunto de oligonucleotideos ipalll e ipalV, que podem detectar os genes
elt e ipaH, respectivamente pares de oligonucleotideos aggRks1 e aggRks2, para
detectar o gene aggR (Toma et al., 2003).

Além dos oligonucleotideos, os reagentes utilizados no procedimento da
PCR foram: 26,56 pL de agua estéril, 10 uL de solugdo tampao (buffer), 0,50 pL
dNTP 20 mM (nucleotideos) ¢ 0,50 uL. de DNA polimerase Taq, DNA template
(Blanco et al., 2004). A amplificacdo dos genes das bactérias isoladas foi realizada
em Termociclador. O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose
a 2,5% e, posteriormente, corado em brometo de etidio para sua visualizagdo no
transiluminador ultravioleta (UV) (Toma et al., 2003).

O teste de susceptibilidade a agentes sanitizantes seguiu a metodologia
das dilui¢des sucessivas em que 3 mL do agente foi diluido sequencialmente em
cinco tubos contendo 3 mL de meio de cultura: a primeira diluigdo de 1/2 tinha 1,5
mL do agente diluido; 0,375 mL do agente estava contido na segunda dilui¢do de
1/4; 0,047 mL na terceira dilui¢do de 1/8; 0,0029 mL na quarta dilui¢ao de 1/16 ¢
0,000092 mL na ultima diluigdo de 1/32. As coldnias de bactérias (suspensas em
solugdo salina homogeneizada até obter uma turbidez de 1,5x10® UFC/mL na escala
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McFarland) foram inoculadas em cada uma dessas diluigdes. Assim, foi possivel
verificar se o agente tinha poder bactericida, bacteriostatico ou se a bactéria crescia
com a agdo do sanitizante (Xavier et al., 2007). Apenas as cepas diarreiogénicas de
E. coli que foram detectadas neste estudo, 11 estirpes, foram submetidas a testes de
susceptibilidade aos seguintes agentes sanitizantes: duas marcas de detergente, uma
marca de alcool doméstico e duas marcas de hipoclorito de sodio.

RESULTADOS

Por meio dos testes bioquimicos, foram detectadas 40 espécies de
bactérias entéricas, dentre elas E. coli (32), Serratia liquefaciens (2), Serratia sp.
(1), Hafnia alvei (3) e Salmonella spp. (1). A primeira espécie foi encontrada em
todos os pontos de coleta de amostras e teve maior frequéncia em comparagao com
as outras espécies (Figura 2).
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-u . . .
2 60 W Escherichia coli
o
s 50 Serratia liguefaciens
= 40 Serratiasp
(% 30 B Hafniaalvei
g u Salmonellaspp
& 20
=
10
0 =

POl PO2 P03 P04 P05 PO6
Pontos de amostragem
Figura 2. Frequéncia de microrganismos isolados nos seis pontos de coleta,
relacionando-se a presenga de E. coli com outros microrganismos.

Realizou-se o teste apenas com espécies de E. coli estocadas para saber
quais cepas abrigavam genes de viruléncia que representariam riscos a saude da
populagdo que frequenta as praias de Sao Luis.

Os genes detectados nesta pesquisa foram stx, elt e aggR, que sdo
caracteristicos de cepas de E. coli EHEC, ETEC e EAEC, respectivamente. A
linhagem ETEC identificada é produtora da toxina LT (Figura 3).

Neste estudo, foram identificados trés tipos de cepas diarreiogénicas de
E. coli: enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC) e enterohemorragica
(EHEC). O maior nimero de estirpes encontradas era do primeiro tipo.
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Figura 3. Resultado de teste de PCR para amplificacdo de fragmento de DNA
da amostra de E. coli. Descri¢ao: 0, DNA ladder 100-bp; 1 (ETEC); 3
(ETEC); 4 (ETEC); 6 (ETEC); 8 (EHEC); 9 (EAEC).

Somente nos pontos P-03 ¢ P-06 ndo foram detectadas cepas de E. coli
diarreiogénicas. No ponto P-01, foi identificada uma cepa de EAEC; no segundo
ponto (P-02), foram detectadas duas cepas de ETEC; no P-04, detectaram-se trés
cepas de ETEC e, no ponto P-05, foram identificadas quatro cepas de ETEC ¢ uma
cepa de EHEC.

Foram submetidas ao teste de susceptibilidade nove cepas de ETEC, uma
de EHEC e uma de EAEC. Dentre os agentes sanitizantes testados, o hipoclorito
de sddio foi o que apresentou maior eficiéncia nas cinco dilui¢des testadas e agdo
bactericida sobre todas as linhagens de E. coli. De modo geral, os detergentes de
marca | e II apresentaram grandes variagdes em relagéo a sua agdo bactericida e
bacteriostatica. Ja o alcool doméstico teve acao inibitoria sobre o crescimento dos
microrganismos, mas sua a¢ao bactericida mostrou-se bem inferior em comparagao
com os outros agentes sanitizantes.

As cepas de ETEC testadas morreram com a ag@o do hipoclorito de sodio
em todas as dilui¢des; o detergente de marca I teve agdo bactericida sobre todas as
cepas na diluicdo de 1/8 e a partir da proxima diluicdo houve uma reducao brusca
nesta capacidade, até que na ultima diluigdo o agente ndo teve agdo bactericida
sobre nenhuma das cepas de ETEC. O detergente marca II apresentou eficiéncia
bactericida até a diluicdo 1/4, mas sua agdo bactericida ndo sofreu uma queda tao
grande em comparagdo com o detergente marca I. Ja o lcool doméstico apresentou
baixa agdo bactericida desde as concentracdes mais elevadas do agente (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de cepas de ETEC que morreram sob a a¢@o dos agentes
sanitizantes.

As cepas de EHEC morreram em decorréncia da a¢@o do hipoclorito de
sodio em todas as dilui¢oes testadas; o detergente de marca I teve agdo bactericida
sobre todas as cepas na dilui¢do de 1/4 e, a partir da proxima diluigdo, houve uma
reducdo brusca nesta capacidade, até¢ que na diluigdo 1/8 o agente ndo teve acao
bactericida sobre as cepas de EHEC. O detergente marca II apresentou eficiéncia
bactericida até a diluigdo 1/2. Ja o alcool doméstico apresentou uma maior eficiéncia
que os detergentes em relagdo a EHEC. A cepa de EHEC demonstrou ser mais
resistente as duas marcas de detergentes testadas (Figura 5).
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Figura 5. Porcentagem de cepas de EHEC que morreram sob a acao dos agentes
sanitizantes.

As cepas de EAEC morreram em consequéncia da acao do hipoclorito
de sodio em todas as dilui¢des testadas; o detergente das marcas I e II e o alcool
mostraram acao bactericida até a diluicao 1/8 e a partir das outras concentragdes nao
apresentaram mais este efeito (Figura 6).
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Figura 6. Porcentagem de cepas de EAEC que morreram sob a acao dos agentes
sanitizantes.

DISCUSSAO

A praia é um tipo de ecossistema marinho que, dependendo da
hidrodindmica local, pode abrigar uma elevada concentracdo de biomassa com
presenga de inimeros organismos bivalves, crusticeos e outros invertebrados, além
de peixes e até mesmo aves migratorias, compondo dessa forma a cadeia trofica
marinha (Correia & Sovierzoski, 2005).

Algumas enterobactérias podem ser encontradas na natureza ou podem
fazer parte da microbiota normal do intestino de animais. E. coli, um tipo de
enterobactéria, ¢ exclusiva do trato intestinal de animais de sangue quente, portanto
esta espécie ndo tem como habitat o ambiente marinho e sua presenga indica
contaminacao de origem fecal (Canal, 2010).

Para Ahmed et al. (2008), as aguas costeiras sdo de facil contaminagao
por patdgenos, seja por meio de fontes difusas (como chuvas) ou pontuais (como
corregos de esgoto e de drenagem pluvial). As dguas superficiais geradas por fortes
chuvas levam consigo tanto efluentes liquidos quanto sélidos com grande potencial
para contaminagio do ambiente litoraneo.

Virios estudos tém evidenciado que certas bactérias podem persistir em
aguas recreacionais na auséncia de um hospedeiro (Hamilton et al., 2010). Pesquisa
realizada por Castro et al. (2002) sobre o comportamento de espécies de E. coli ante
as condi¢des impostas pelos ecossistemas marinhos (salinidade e radiag@o solar)
concluiu que estas cepas sdo pouco influenciadas pela salinidade, mas tém baixa
resisténcia quando estdo sob forte influéncia de raios solares, como € o caso das
aguas costeiras nordestinas. Assim, era de se esperar que, nestes ambientes, fossem
encontradas baixas taxas desse microrganismo, mas isso ndo ocorreu porque as
praias recebem constantemente um grande volume de material fecal.

Vol. 41 (3): 304-318. jul.-set. 2012 313



No estudo feito por Barros et al. (2010), do qual se extrairam amostras para
este estudo, o ponto que apresentou maior indice de coliformes termotolerantes,
ultrapassando o valor maximo permitido pela legislagdo vigente, foi o P-05, pois
47,82% das amostras analisadas estavam acima dos valores permitidos. Ja os pontos
P-02 e P-04 apresentaram um indice de 30,43% de valores acima, seguidos pelos
pontos P-03 com 26,09%, P-01 com 21,74% e P-06 com 13,04%. Esses dados
mostram uma estreita relacdo entre a quantidade de coliformes termotolerantes ¢ a
presenca de cepas diarreiogénicas de E. coli, pois em pontos com maiores indices
de coliformes termotolerantes (P-05, P-04 e P-02) foi identificado um maior nimero
de cepas com genes de viruléncia.

Os pontos P-05, P-04 ¢ P-01 estdo localizados muito proximos de rios com
grande carga de poluigdo; além disso, possuem outros elementos contribuintes de
contaminag@o como pontos de esgoto e de drenagem pluvial, o que pode explicar
a presenca de cepas de E. coli diarreiogénicas nestes locais. No P-02, foram
encontradas cepas de ETEC, pois, embora ndo esteja localizado proximo de rios,
possui pontos de esgoto e de drenagem pluvial que podem ter sido determinantes
nos resultados. Nos outros pontos, ndo foram identificadas cepas diarreiogénicas,
possivelmente pelo fato de nao haver rios nas proximidades dos pontos P-03 ¢ P-06
e a carga de contaminantes, em menor volume, ser facilmente dispersa.

A deteccdo de E. coli diarreiogénica reflete as condigdes sanitarias
inadequadas destes ambientes e comprova o risco a saude publica, pois o fato de
abrigarem genes de viruléncia constitui forte evidéncia de serem patogénicas para
os homens (Kasnowski, 2004).

As cepas E. coli do tipo EHEC podem ser encontradas no intestino de varios
animais, inclusive de bovinos que sdo considerados a maior reserva destes organismos
e a mais importante fonte das infec¢des humanas causadas por estes patogenos.
Além dos alimentos de origem bovina, considera-se que outra causa das doengas
provocadas por estas linhagens ¢ a ingestao de agua, frutas e vegetais contaminados
com a dispersdo de estrume ndo tratado no ambiente (Caprioli et al., 2005).

As cepas de EHEC, que anteriormente eram vistas como um tipo de E.
coli que poderia ser adquirida pela ingestdo de carne bovina contaminada, hoje é
encontrada em varios ambientes, dentre eles o marinho, como foi demonstrado
neste estudo. Outro caso de cepas de EHEC encontradas em recursos hidricos foi
evidenciado em estudo feito por Melo (2006) em amostras de agua das lagoas de
Minas Gerais, locais onde foram identificadas E. coli dos tipos EHEC, ETEC e EPEC.

A infec¢do com cepas E. coli do tipo EHEC pode apresentar como
resultado desde um portador assintomatico até casos de individuos com diarreia nao
sanguinolenta, diarreia inflamatoria com disenteria, colite hemorragica, sindrome
hemolitica urémica e morte (Koneman et al., 2008; Souza et al., 2010).

A E. coli enterotoxigénica (ETEC) produz uma ou duas enterotoxinas — a
enterotoxina termo-labil (LT) e a enterotoxina termoestavel (ST) — que constituem
um dos seus principais mecanismos de viruléncia (Nataro & Kaper, 1998). A toxina
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LT, encontrada nas cepas de ETEC deste estudo, € muito similar fisiologicamente
a toxina da colera e tem um modo de agdo semelhante (Qadri et al., 2005). Estas
cepas podem ser causadoras de infecgdes como diarreia em virtude da acdo destas
enterotoxinas, o que pode levar a desidratacdo ¢ até a morte (Stella, 2009).

Varios estudos tém demonstrado que a ETEC ¢ causa frequente de diarreia
em criangas menores de 2 anos de idade. Uma investigacdo em criangas de 0 a 5
anos em Bangladesh concluiu que 90% dos casos de diarreia por ETEC ocorriam
em criangas com idade entre 3 meses ¢ 2 anos. Além disso, verificou-se que, em
criancas de 0 a 2 anos de idade, 18% de todas as diarreias eram ocasionadas por
ETEC (Qadri et al., 2005).

Infec¢des causadas por EAEC ocorrem em casos esporadicos ou em
surtos, principalmente nos paises em desenvolvimento, mas elas também tém sido
observadas em paises desenvolvidos. Os sinais clinicos de infecgdes por EAEC s3o
geralmente diarreia com muco aquoso (as vezes sanguinolenta), com febre baixa e
pouco ou nenhum vomito, podendo a diarreia persistir por mais de 14 dias (Kuhrnert
et al., 2000).

Estudo realizado por Guimarées et al. (2000) em hospital do Rio de Janeiro
testou alguns agentes sanitizantes para saber sua a¢do bactericida sobre algumas
espécies de bactérias. Entre os agentes testados, o hipoclorito de sodio obteve
melhor resultado, pois em todas as diluigdes testadas teve acdo bactericida sobre
todas as espécies, inclusive E. coli. O mesmo resultado foi obtido neste estudo, pois
as duas marcas de hipoclorito de sodio testadas tiveram ac¢do bactericida em todas
as diluigdes, assim considerando que a ultima diluigdo continha 0,0001 ml do agente
em 3 mL de meio de cultura. Fazendo uma associagdo, 0,033 mL de hipoclorito
pode ser diluido em 1 litro de 4gua, portanto se uma colher de cha contém 2 mL,
entdo até menos que 1/4 de uma colher de cha diluido em 1 L de agua ¢é suficiente
para desinfecgdo com exposigao de 10 minutos (Massara et al., 2003).

O detergente marca I possui acdo bactericida sobre todas as cepas
diarreiogénicas até a diluicao de 1/4, com 0,375 mL do agente na mistura. Assim,
considerando a quantidade de agente na diluicdo 1/4 e a quantidade de meio em
que esta diluido, 3 mL, tem-se que para uma mistura de 4gua com este detergente
sdo necessarios 1 L de agua e 125 mL de detergente. Ja o detergente marca II teve
eficiéncia bactericida até a diluicdo 1/2, isso significa que se tem 1,5 mL de agente
para 3 mL de meio de cultura, o detergente pode ser diluido em 50%, ou seja, para
1 litro de agua 0,5 litro de detergente.

O alcool doméstico ndo teve acdo bactericida total em nenhuma das
dilui¢des, ou seja, ndo teve acdo desinfetante sobre as cepas de E. coli diarreiogénicas
testadas.

Essa resisténcia das bactérias testadas aos agentes sanitizantes pode ser
explicada pelo fato de o esgoto doméstico possuir grande carga destas substancias
em sua composi¢do, principalmente em relacdo ao detergente, que ¢ um dos
sanitizantes com maior quantidade nos esgotos. Isso faz com que essas bactérias
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representem riscos a populagdo por conseguirem persistir num ambiente marinho
com caracteristicas proprias e com a presenca de algumas substancias que sdo
carreadas pelo esgoto.

CONCLUSOES

E importante que a sociedade tenha um ambiente saneado, pois a presenga
de contaminante no meio hidrico geralmente no € percebida pela populagdo. Isso
ocorre principalmente quando se trata de contaminacdo por esgotos em praias, pois a
dispersdo dos efluentes ¢ alta e fica imperceptivel aos olhos, mascarando a presenca
de microrganismos que representam riscos a saude publica, como a E.coli do tipo
EHEC encontrada neste trabalho.

As cepas diarreiogénicas detectadas neste estudo tém forte relagdo com
os problemas de esgotamento sanitario em Sao Luis, pois os pontos onde elas
foram identificadas sdo os que estavam proximos de varios pontos de contaminagao
(esgoto, drenagem pluvial, rios poluidos). Ficou evidenciado ainda que os locais
com maior contaminagdo corresponderam aos pontos proximos a foz de rios (P-05
¢ P-04), pois estes carreiam contaminantes provindos de varias localidades.

Dentre os agentes sanitizantes testados, o hipoclorito de sodio mostrou
agdo bactericida total sobre as estirpes testadas; ja o alcool doméstico mostrou agdo
bactericida muito baixa e ambos os detergentes apresentaram muitas variagdes em
relagdo a sua agdo bactericida sobre todas as linhagens diarreiogénicas de E. coli
testadas.
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