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RESUMO

Coliformes e enterococos fecais de origem humana ou animal na dgua podem indicar a
presenca de patdgenos de veiculacdo hidrica como, por exemplo, Salmonella e Giardia. A
identificacdo da fonte de contaminac¢do fecal (lancamento de esgoto doméstico, escoamento de
fezes animais de criagdo no solo, de animais silvestres, aves e outros) € importante para a
implantacdo de medidas efetivas de gerenciamento e remediacdo de dguas superficiais. Dessa
forma, o desenvolvimento de métodos para identificacdo da fonte de contaminacdo fecal é de
fundamental importancia para as agdes de controle, para preservar a integridade dos corpos
d’4gua e para proteger a saude da populacdo. Até o momento, ndo existe um método unico e
universal para este tipo de andlise e, no Brasil, as pesquisas nessa drea sdo praticamente nulas.
Assim sendo, este trabalho teve como objetivo a obtengdo de marcadores moleculares
hospedeiro-especificos em Escherichia coli, que permitam a identificacdo da fonte animal de
contaminagdo fecal em dguas superficiais. Neste trabalho foram utilizadas 174 linhagens de
origem humana, 50 de origem bovina, 39 de origem suina, 16 de origem avidria, 29 de origem
ovina, 16 de origem caprina, 44 de esgoto, 36 de reservatdrios com contaminagdo esperada de
origem humana e 30 de rios e reservatérios com contaminacdo esperada de origem animal. A
determinagdo do grupo filogenético de todas as linhagens foi realizada pela deteccdo dos genes
chuA e yjaA e do fragmento Tspe4.C2 por PCR. Os resultados mostraram que a distribuicao dos
grupos filogenéticos principais A, B1, B2 e D foi diferente entre os hospedeiros analisados, o que
permitiu a predicdo da fonte de contaminacdo fecal da maioria dos pontos de amostragem. Cem
linhagens de humanos e todas as linhagens de origem animal foram analisadas por BOX- e

(GTG)s-PCR. O BOX-PCR apresentou uma taxa global de classificacao correta de 63,70%, o



(GTG)s-PCR de 49,10% e quando os dois métodos foram utilizados a taxa foi de 57,61%. Outras
32 linhagens de humanos e 28 de esgoto também foram analisadas por BOX-PCR, sendo que,
59,4% das linhagens de humanos foram corretamente classificadas e 85,2% das linhagens de
esgoto foram classificadas como de humanos. Vinte linhagens de humanos, 15 de bois e 16 de
galinhas foram analisadas por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR). Utilizando-se um modelo PLS-DA com a segunda derivada do espectro na regido 2816 e
3026 cm™ foi possivel separar completamente as linhagens segundo sua origem animal. Assim
sendo, a espectroscopia FT-IR foi considerada a técnica mais promissora para futuros estudos de

rastreamento de fonte de contaminagao fecal.



SUMMARY

The detection of fecal coliforms and enterecocci in water indicates the presence of
waterborne pathogens such as Salmonella and Giardia. The identification of the source of fecal
contamination is important for the effective management of superficial water pollution. The
development of methods for the identification of the source of fecal contamination is essential to
preserve the quality of the water systems and to protect the public health. Until now, there is no
universal method for this analysis and, in Brazil, there is no research in this area. In this way, the
aim of this work was to obtain host-specific molecular markers in Escherichia coli for the
identification of the source of fecal contamination in superficial water. For this work it was used,
174 strains from humans, 50 from cows, 39 from pigs, 29 from sheep, 16 from goat, 16 from
chickens, 44 from sewage, 36 from water reservoirs whose the expected contamination source is
human and 30 from water reservoirs and rivers whose the expected contamination source is
animal. The determination of the phylogenetic groups of all strains was performed by the
detection of the genes chuA and yjaA and the fragment Tspe4.C2 by PCR. The results showed
that the distribution of the phylogenetic groups A, Bl, B2 and D differs among the hosts
analyzed, which allowed the prediction of the contamination source of most of the environmental
samples. One hundred strains from humans, 50 from cows, 39 from pigs, 29 from sheep, 16 from
goat and 16 from chickens were analyzed by BOX- and (GTG)s-PCR. The BOX-PCR presented
an overall rate of correct assignment of 63.70%, the (GTG)s-PCR of 49.10% and, when the two
methods were used, the rate was 57.61%. Thirty two other strains from humans and 28 strains
from sewage were analyzed by BOX-PCR and compared with the profiles previously obtained.

59.4% of the human strains were correctly assigned as human and 85.2% of the sewage strains



were assigned as human. Twenty strains from humans, 15 from cows and 16 from chickens were
analyzed by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). The use of a PLS-DA model with
the second derivative of spectra at the region 2816 and 3026 cm™ made it possible to completely
discriminate the strains according to the animal source. Therefore, the FT-IR spectroscopy was

considered the most promising method for the identification of fecal contamination.



INTRODUCAO

Qualidade Microbioldgica da Agua e Indicadores de Contaminacao Fecal

A contaminagdo fecal dos corpos hidricos é uma das principais causas de doencas
entéricas veiculadas pela 4gua no mundo, as quais tem sido responsaveis pela morte de cerca de 2
milhdes de criancas por ano (WHO, 2007). Essa situacdo tem se agravado nos ultimos anos
devido a contaminacdo frequente das dguas de consumo humano, dguas recreacionais e dguas de
irrigacdo por patégenos emergentes como Giardia, Cryptosporidium, Escherichia coli O157:H7,
entre outros.

Para garantir a qualidade da dgua do ponto de vista microbiolégico é importante
estabelecer programas de controle de polui¢do que limitem o lancamento de despejos de origem
doméstica e animal nos recursos hidricos. A ado¢ao de padrdes bacterioldgicos de qualidade de
dgua é um instrumento essencial nesse processo para reducdo da contaminacdo fecal,
principalmente nas 4guas superficiais. No Estado de Sdao Paulo, uma porcentagem significativa
das d4guas superficiais ndo atende aos padrdes bacterioldgicos de uso estabelecidos pela
Resolucio CONAMA 357 (Brasil, 2005) devido as altas densidades de indicadores de
contaminac¢do fecal. Isso representa uma preocupagdo constante dos 6rgdos de saide e meio
ambiente devido aos riscos da utilizacdo da dgua contaminada para fins recreacionais, irrigacao e
aquicultura. Alguns desses corpos d'dgua s@o mananciais utilizados na captacdo para consumo

humano, e se ndo forem adequadamente tratados, representam um risco significativo de

ocorréncia dessas doencgas.



A contaminagdo fecal dos recursos hidricos, além de representar um risco a saude
humana, pode resultar em perda econdmica significante devido aos impactos causados em dreas
recreacionais e aquiculturas (Rabinovici et al., 2004).

Os indicadores bacterioldgicos de contamina¢do fecal usualmente empregados na
avaliacdo da qualidade da dgua e estabelecidos em legislacdes sdo os coliformes termotolerantes,
E. coli e enterococos fecais. Esses microrganismos normalmente estdo presentes em densidades
elevadas nas fezes de animais de sangue quente, incluindo animais silvestres, bovinos e humanos
e, portanto podem indicar a presenca de patégenos entéricos, cuja deteccdo e quantificacdo sao
muito mais complexas, o que dificulta sua determinacdo em trabalhos de rotina. Atualmente,
existem muitos debates sobre quais os melhores indicadores de contaminacao fecal, uma vez que
muitas vezes ndo existe uma associacao direta entre o microrganismo indicador e o patégeno cuja
presenca ele deveria indicar (Meays et al., 2004). Nesse sentido, existe questionamento se as
bactérias seriam bons indicadores da presencga de virus e protozodrios, que sao organismos mais
resistentes aos processos de tratamento e as condi¢des adversas do meio ambiente. Entretanto € a
presenca de E. coli ou coliformes termotolerantes na dgua ainda é usada como indicador da
ocorréncia de contaminac¢do fecal no Brasil (Brasil, 2004).

Um indicador ideal de contaminacdo segundo Scott ef al. (2002) seria um microrganismo
ndo patogénico, que pode ser detectado e enumerado por técnicas simples e rdpidas e que
apresenta sobrevivéncia no meio ambiente similar aos patégenos. Apesar de se dispor hoje de
uma série de indicadores microbianos para detectar contaminacdo fecal em &dguas costeiras,
interiores e subterraneas, esses métodos ndo permitem distinguir se essa contaminagdo € de
origem humana ou animal. Um indicador ideal para rastrear a fonte de contamina¢do microbiana

deve apresentar todas as caracteristicas do indicador cldssico acima e ter poder de discriminar a



origem do hospedeiro (USEPA, 2005). O uso desses indicadores para identificar a fonte de
contaminacdo fecal é imperativo para preservar a integridade dos corpos hidricos e proteger a

saude da populagao.

Escherichia coli

Bacterium coli foi descrita no século XIX por Theodore Escheric (1855) em fezes
humanas, onde ocorria em altas densidades e estava frequentemente associada ao bacilo da febre
tiféide. Em 1912, ja era utilizada como indicador da qualidade sanitdria da 4gua. Na década de
50, passou a ser denominada Escherichia coli e foi escolhida pelos cientistas como modelo para
estudos de processos bioldgicos bdasicos, tais como vias metabdlicas, regulacdo génica,
transdugdo de sinais, estrutura de parede celular e conjugacao (Kuhnert et al., 2000). Apesar de
sua importancia como agente etiolégico de doencas animais e humanas poucos laboratérios
estudavam E. coli como um patégeno, mesmo esta sendo responsdvel pela infec¢do de milhdes de
pessoas em todo o mundo anualmente (Kuhnert et al., 2000).

E. coli € um dos principais componentes, dentre as Enterobacteriaceas, da microbiota
intestinal de humanos e animais (Kuhnert et al., 2000). Estes microrganismos sdo bacilos Gram
negativos, anaerdbios facultativos e se movimentam usualmente através de flagelos peritriquios.
O genoma da bactéria varia de 2,3 a 3,0 x 10° daltons e o contetido de G + C fica entre 49 e 52%
(Brenner & Falkow, 1971; Brenner, 1983; Hartl & Dykhuizen, 1984). Esta bactéria est4 presente
em concentracdes elevadas na flora intestinal de humanos e animais, em relacdo de
comensalismo. Em outras partes do corpo pode entretanto causar doengas graves, como por

exemplo, infec¢des urindrias, bacteremia e meningite. Algumas linhagens enteropatogénicas



podem causar diarréia aguda, devido a presenca de fatores de viruléncia, como por exemplo, as E.
coli enterohemorragicas (EHEC), as E. coli enterotoxigénicas (ETEC), as E. coli
enteropatogénicas (EPEC), as E. coli enteroinvasivsa (EIEC), as E. coli enteroagregativas
(EAEC) e as E. coli difusamente aderente (DAEC) (WHO, 2004). Essa versatilidade tem sido
associada ao fato de diferentes linhagens de E. coli terem adquirido diferentes genes de viruléncia
(Kuhnert et al., 2000). Estima-se que 10-20% da informagao genética encontrada em uma E. coli
patogénica nao estd presente na linhagem K-12, ndo patogé€nica (Kuhnert et al., 2000).

O epitélio intestinal dos animais de sangue quente € o habitat primario da E. coli, o que
faz com que ela seja abundante em fezes de origem humana e animal, onde estd presente em
concentracdes de 10° células por grama de fezes frescas. Esta bactéria é encontrada em esgotos,
efluentes tratados, em aguas, sedimentos e solos sujeitos a contaminagdo fecal recente de origem
humana, ou de outros mamiferos e aves (WHO, 2004).

A E. coli é considerada o principal indicador da qualidade da dgua e de contaminacio
fecal (Edberg et al., 2000). A presenca dessa bactéria em dgua indica contaminacgdo fecal
potencial, uma vez que uma série de patdgenos pode ser veiculada através das fezes e requer acdo
imediata no que diz respeito ao controle de qualidade das dguas nos seus mais diversos usos:
consumo humano, recreagdo, irrigacdo, aquicultura, e outros (WHO, 2004).

A legislagdo brasileira sobre a qualidade de dguas destinadas ao consumo humano, dguas
minerais e d4guas naturais determina que seja analisada preferencialmente a E. coli, que deve estar
ausente nessas dguas, aceitando como alternativa os coliformes termotolerantes (Brasil, 2004;
Brasil, 2005). A Organizagdao Mundial da Saide também da preferéncia a E. coli para verificacdo
da qualidade microbioldgica de dguas de consumo humano (WHO, 2004). Essa bactéria é

considerada, juntamente com o grupo dos enterococos fecais, o melhor indicador de



balneabilidade (USEPA, 2002). As legislacdes canadense e européia adotam os enterococos e E.
coli para avaliacdo da qualidade de 4guas recreacionais (Health and Welfare Canadd, 1992,
Directive 2006/7/EC). A Resolugado CONAMA 357/2005, que dispde sobre a classificacdo de
corpos de 4gua e diretrizes ambientais para seu enquadramento, utiliza os coliformes
termotolerantes como padrao de qualidade microbioldgica, mas permite sua substitui¢do pela E.

coli, de acordo com critérios estabelecidos pelo 6rgao ambiental competente (BRASIL, 2005).

Rastreamento de Fontes de Contaminaciao Microbiana

Os métodos microbiolégicos de rastreamento de fontes de contaminacdo, também
chamados de RFM (Rastreamento de Fontes Microbianas), se baseiam na suposi¢dao de que
diferentes sistemas intestinais selecionam diferentes populacdes de microrganismos,
principalmente, devido a diferengas na dieta e no sistema digestivo de diferentes hospedeiros. Os
métodos desenvolvidos para RFM também sao relevantes para outros campos de pesquisa, como
seguranca alimentar e microbiologia agricola e veterindria (Santo Domingo et al., 2007).

Em paises desenvolvidos, as fontes de contaminacdo nio caracterizadas sdo as maiores
responsaveis pela poluicdo fecal dos recursos hidricos (Santo Domingo et al., 2007). Nos Estados
Unidos da América, recentemente, a necessidade do RFM, se tornou uma prioridade dos estados
e territorios, em virtude do requerimento federal de desenvolvimento e execucdo da quantidade
méxima de poluente (TMDL - total maximum daily load) que um corpo hidrico pode receber
mantendo os padrdes exigidos de qualidade (Santo Domingo et al., 2007). A TMDL é também
utilizada para verificar as contribui¢des de fontes pontuais e ndo pontuais de polui¢cdo. Em geral,

a contribuicdo das fontes pontuais, como estagdes de tratamento de esgoto ou efluentes
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industriais, é fixada por legislacdo especifica, sendo de mais facil controle. Por outro lado, as
fontes ndo pontuais, que incluem agricultura, reflorestamento, animais silvestres e escoamento do
solo urbano, sdao de dificil controle e na maior parte dos casos responsaveis por alteragdes na
qualidade da dgua. Portanto, é necessdria a distingdo entre fontes pontuais e nao-pontuais, a
determinacao da categoria da fonte ndo-pontual e igualmente, da origem animal da contaminacao,
para elimina-la de forma efetiva. A contamina¢@o animal pode ter origem em animais de criagdo,
animais de estimacdo ou animais silvestres, sendo de maior relevincia a contaminagao
proveniente de criacdes de alto impacto comercial, como por exemplo bovinos, caprinos, suinos e
as avicolas, devido ao grande nimero de animais envolvidos (Simpson et al., 2002). Pouco se
sabe sobre os riscos que a contaminagdo da dgua por fezes animais oferece a saide humana,
portanto € importante a prevencdo e remediacdo dessas fontes poluidoras (Field & Samadpour,
2007).

Os métodos de RFM podem ser divididos em dependentes de cultivo e independentes de
cultivo. Dentre os métodos independentes de cultivo e de biblioteca estdio o DGGE e PCR de
sequéncias especificas de virus e bactérias fecais. Estes métodos sdo rapidos, porém normalmente
sdo limitados por identificarem poucas espécies de hospedeiro além dos humanos. Os métodos
dependentes de cultivo podem ser divididos em independentes de biblioteca e dependentes de
biblioteca. Os métodos independentes de biblioteca consistem no enriquecimento do organismo
alvo para posterior identificagdo, como por exemplo, a hibridizacdo com genes especificos. Os
métodos dependentes de biblioteca podem consistir em andlises fenotipicas, como por exemplo,
andlise de resisténcia a antibidticos (ARA) (Jiang et al., 2007; Price et al., 2007), perfil de
utilizacdo de fontes de carbono (Harwood et al., 2003; Moussa and Massengale, 2008) e MALDI-

TOF/MS (Siegrist et al., 2007), ou em andlises genotipicas, como ribotipagem (Parveen et al.,
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1999; Nelson et al., 2008), PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis) (Casarez et al., 2007) e rep-
PCR (Repetitive Element Sequence PCR) (Dombek et al., 2000; Mohapatra et al., 2007). Os
métodos dependentes de biblioteca permitem a identificacdo pela comparagdo entre os perfis
encontrados na amostra teste e os padrdes obtidos dos isolados das bibliotecas (Santo Domingo et
al., 2007; Field & Samadpour, 2007). Os métodos de RFM devem ser confidveis, apresentar
relevancia para o gerenciamento de recursos hidricos, apresentar baixo custo e ser de facil
interpretacgao.

A comparacdo de duas ou mais metodologias € bastante enriquecedora para auxiliar na
escolha de métodos para o gerenciamento de dguas. A comparacdo entre ARA e PFGE mostrou
que apesar da andlise por PFGE ser mais informativa para o RFM, a ARA apresenta menor custo
e pode ser aplicada para TMDL (Price et al., 2007). Recentemente, Casarez et al. (2007)
compararam quatro métodos de RFM: ERIC-PCR, ribotipagem, PFGE e andlise de resisténcia a
antibidticos Kirby-Bauer. Os autores concluiram que o uso de quatro métodos torna a
identificacdo de fonte da contaminacao mais confidvel, sendo que o uso conjunto de dois métodos
j4 € mais informativo do que a anélise individual de cada método.

Até o momento, ndo existe um método Unico e universal para este tipo de andlise e, no
Brasil, as pesquisas nessa drea sdo praticamente nulas. Portanto a obtencdo de marcadores
moleculares que permitam a identificacdo de fontes de contaminacdo fecal humana e animal
podera ajudar na implantacdo de técnicas que possibilitem rastrear essas fontes de contaminagdo

em aguas superficiais do Estado de Sao Paulo.
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OBJETIVOS

Objetivo geral:
Este trabalho teve como objetivo a obtencdo de métodos e marcadores moleculares para a

identificacdo de fontes de contaminacao fecal em dguas superficiais do Estado de Sao Paulo.

Objetivos especificos:
CAPITULO 1: Estrutura populacional de Escherichia coli de origem aviaria, bovina,
caprina, humana, suina e ovina do estado de Sao Paulo

- Verificacdo do padrdo de distribuicdo dos grupos filogenéticos A, B1, B2 e D nos

diferentes hospedeiros animais.

CAPITULO 2: Utilizacao de BOX e (GTG)s-PCR na discriminaciao de Escherichia coli de
diferentes animais
- Discriminacdo de linhagens de Escherichia coli de diferentes hospedeiros empregando

rep-PCR (BOX- e (GTG)s-PCR).

CAPITULO 3: Utilizacio de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) na discriminacio de Escherichia coli de diferentes animais
- Utilizacao de linhagens de Escherichia coli de diferentes hospedeiros para identificagdo

de marcadores moleculares empregando FT-IR.



CAPITULO 1

Estrutura populacional de Escherichia coli de origem aviaria,

bovina, caprina, humana, suina e ovina do Estado de Sao Paulo
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INTRODUCAO

Com base nas arvores filogenéticas geradas pelas técnicas de MLEE (Multilocus Enzyme
Electrophoresis) e ribotipagem foram definidos quatro grupos filogenéticos principais de E. coli:
A, B1, B2 e D (Selander er al., 1986; Herzer et al., 1990). Esses grupos diferem em diversas
caracteristicas como viruléncia, nicho ecoldgico e histéria de vida. As linhagens virulentas extra-
intestinais pertencem em sua maioria ao grupo B2 e, em menor proporcao ao grupo D (Picard et
al., 1999; Johnson & Stell, 2000). As linhagens comensais geralmente pertencem aos grupos A e
B1 (Bingen et al., 1998) e as patogénicas intestinais, geralmente se enquadram nos grupos A, Bl
e D (Pupo et al., 1997).

Bonacorsi et al. (2000) propuseram que alguns genes e fragmentos de DNA poderiam ser
utilizados como marcadores para a determinacao do grupo filogenético de linhagens de E. coli.
Assim sendo, foi proposto a utilizagdo dos genes chuA (que codifica para um heme receptor) e
yjaA (produto com funcdo desconhecida) e do fragmento de DNA TSPE4.C2 para rdpida
identificacdo do grupo filogenético de linhagens de E. coli por PCR multiplex (Clermont et al.,
2000).

Alguns autores analisaram a distribuicdo dos grupos filogenéticos de linhagens de E. coli
isoladas de fezes animais e humanas. Escobar-Paramo et al. (2006) observaram que a prevaléncia
dos grupos filogenéticos de E. coli em aves, mamiferos nao-humanos e humanos ¢ diferente, com
uma predominancia dos grupos D/B1, A/B1 e A/B2, respectivamente. Além disso, esses autores
identificaram uma linhagem pertencente ao grupo filogenético B1 e positiva para o gene hly (que
codifica pra uma hemolisina), que aparentemente € especifica de animais. Baldy-Chudzik et al.

(2008) encontraram diferentes distribuicdes dos grupos filogenéticos entre animais de zooldgico,
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encontrando uma maior propor¢cdo do grupo B1 nos herbivoros, € em carnivoros e onivoros uma
maior proporcao de linhagens do grupo A. Clermont et al. (2008) encontraram uma linhagem de
E. coli que pertence ao grupo filogenético B2 e que, aparentemente, sé ocorre em humanos. Essa
linhagem foi detectada em pessoas que vivem na Africa, Europa e América do Sul. Os autores
sugerem que esta linhagem pode vir a ser um indicador de contaminacdo fecal de origem
humana.

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi analisar a distribui¢ao dos grupos filogenéticos
de E. coli em linhagens de origem avidria, bovina, caprina, humana, suina e ovina e verificar o
potencial desta andlise como uma ferramenta de identificacdo da fonte animal de contaminacdo

fecal.

MATERIAIS E METODOS

Linhagens utilizadas e condicoes de isolamento e cultivo

Foram utilizadas na constru¢do do banco de linhagens, 174 linhagens de origem humana,
50 de origem bovina, 39 de origem suina, 16 de origem avidria, 29 de origem ovina e 16 de
origem caprina (Tabela 1). Além disso, 110 linhagens ambientais foram utilizadas como amostras
de validacdo externa; Destas linhagens, 44 sdo das estagdes de tratamento de esgoto (ETE) Jesus
Netto e Barueri, 36 de reservatdrios com contaminacido esperada pela CETESB (Companhia
Ambiental do Estado de Sao Paulo) como de origem humana (Billings e Guarapiranga) e 30 de
rios e reservatérios com contaminagdo esperada pela CETESB como de origem animal (Tieté,

Reservatorio Tanque Grande e Aguapei) (Tabela 2). Todas as linhagens de origem animal foram
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isoladas de individuos saudéveis, que nao apresentavam diarreia e cada linhagem foi isolada de
um unico individuo. As linhagens de rios e reservatérios foram isoladas entre julho e agosto de
2009 e as linhagens de esgoto entre marco e maio de 2008.

As linhagens de E. coli foram isoladas a partir de fezes, por plaqueamento direto em agar
Mac Conkey. As amostras de esgoto foram diluidas e filtradas em agar mTEC modificado
(USEPA, 2002). As coldnias tipicas foram re-isoladas quando necessario nos meios seletivos:
agar Mac Conkey e triadas no meio de IAL (Instituto Adolfo Lutz), ou EPM (Escola Paulista de
Medicina) e MILi, dgar citrato de Simmon’s, EC MUG e reacao de oxidase. As linhagens com
caracteristicas tipicas de E.coli foram inoculadas em 1 mL de meio LB liquido (Sambrook et al.,
1989). Aproximadamente 10 pL das culturas obtidas foram plaqueadas separadamente em meio
LB sélido (Sambrook et al., 1989). Uma colonia isolada foi escolhida em cada uma das placas e
inoculada em 2 mL de meio LB liquido para a preparacdo de cultura permanente com 25% de

glicerol (Sambrook et al., 1989). As culturas permanentes foram armazenadas a —80°C.

Tabela 1. Origem e nimero de linhagens de E. coli utilizadas neste trabalho.

Origem N.u mero de Nom.er.lclatura Instituicio doadora
linhagens utilizada
Humana (criangas) 100 Hc UNIFESP
Humana (adultos) 74 HUM CETESB
Bovina 50 Bs UNESP - Jaboticabal
Avidria 16 As Unicamp
Suina 39 Ss UNESP - Jaboticabal
Caprina 16 Cs UNESP - Jaboticabal
Ovina 29 Os UNESP - Jaboticabal
Esgoto 44 AMB CETESB
Rios e reservatorios 66 Rio CETESB

Total 434
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Tabela 2. Pontos de coleta das amostras de E. coli de origem ambiental.

Fonte Numero de
Ponto Descricao do ponto Municipio poluicao .
linhagens
esperada
Ani-1 Rio Tieté, a jusante da ETE de Suzano Suzano Animal 8
Ani2 Reservatorio do Tapc/me Grande, junto a Guarulhos Animal 12
barragem nomunicipio de Guarulhos
Ani3 Rio Aguapei, Ponte que .hga Tupi Paulista a Junqueirépolis  Animal 10
Andradina
Hum-1 Reservatorio Guaragiir;irrlga — restaurante do Sio Paulo Humano 3
Hum-2 Reservatério Guarapiranga — clube de campo Sio Paulo Humano 9
Castelo
Resevatorio Billings — Prainha do Jardim  Sdo Bernardo
Hum-3 Humano 11
Los Angeles do Campo
Reservatorio Billings — Prainha em frente a  S@o Bernardo
Hum-4 Humano 8
ETE do Campo
Esg-1 ETE Jesus Netto Sao Paulo Humana 24
Esg-2 ETE Barueri Sao Paulo Humana 20

Determinacao dos grupos filogenéticos das linhagens

A determinagdo dos grupos filogenéticos das linhagens foi realizada de acordo com
Clermont et al. (2000). Para tal, foram utilizados os primers ChuA.l (5’-
GACGAACCAACGGTCAGGAT-3’) e ChuA.2 (5-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’), para
amplificar um  fragmento de 279 pb do gene chuA; YjaA.l (5°-
TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3’) e YjaA.2 (5-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3’), para
amplificar um  fragmento de 211 pb do gene yjaA; TspE4C2.1 (5’-
GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3’) e TspE4C2.2 (5-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3),
para amplificar o fragmento TSPE4.C2 de 152 pb. Os trés marcadores foram amplificados na

mesma reacdo. As reagdes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de 20 uL
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contendo: 200 ng de DNA, 4 pmoles de cada primer e pré-mix GoTaq Green Master Mix 1X
concentrado (Promega). As condi¢des de amplificagdo foram: desnaturagdo inicial a 94°C por 5
min, seguida de 30 ciclos de amplificagdo (94°C — 30 s, 55°C — 30 s, 72°C — 30 s) e extensao
final a 72°C por 7 min. Os produtos de amplificagdo foram visualizados por eletroforese em gel
de 2,0% de agarose, contendo brometo de etidio, em tampao TAE 1X (Sambrook et al., 1989).
Como marcador de peso molecular foi utilizado no gel o Ladder 100 pb (Invitrogen). Apds a
eletroforese, o gel foi fotografado sob luz U.V. e analisado. Linhagens com o perfil chuA+, yjaA+
foram classificadas no grupo B2; linhagens com o perfil chuA+, yjaA- foram classificadas como
D; linhagens chuA-, Tspe4.C2+ foram classificadas como B1 e linhagens chuA-, Tspe4.C2-
foram classificadas como A.

Os grupos filogenéticos A, B1, B2 e D podem ainda ser divididos em sete sub-grupos ou
filo-tipos, de acordo com a combinagao dos marcadores genéticos: filo-tipo Ay (grupo A) chuA-,
yjaA-, Tspe4.C2-; filo-tipo A; (grupo A) chuA-, yjaA+, Tspe4.C2-; grupo Bl chuA-, yjaA-,
Tspe4.C2+; filo-tipo B2, (grupo B2) chuA+, yjaA+, Tspe4.C2-; filo-tipo B23 (grupo B2) chuA+,
yjaA+, Tsped.C2+; filo-tipo D; (grupo D) chuA+, yjaA-, Tspe4.C2-; filo-tipo D, (grupo D)

chuA+, yjaA-, Tspe4.C2+ (Escobar-Paramo et al., 2006).

Analises estatisticas

O indice de prevaléncia (P) foi calculado pela divisdao do nimero de hospedeiros que

apresentaram um determinado filo-tipo pelo nimero total de hospedeiros analisados (Bush e al.,

1997). Os resultados foram expressos em porcentagem.
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O indice de Pianka foi calculado para avaliar a sobreposi¢cdo de filo-tipos entre dois
hospedeiros, utilizando-se a férmula: O = ijpk/\/ijZZpkz, na qual pj e pk s@o as proporc¢des de
um filo-tipo nos hospedeiros j e k, respectivamente. Os resultados foram expressos em
porcentagem (Pianka, 1973).

O teste G e os indices de diversidade de Shannon e Simpson foram feitos no software
BioEstat v. 5.0 (Ayres et al., 1998), usando os dados dos filo-tipos.

A frequéncia dos filo-tipos foram comparadas entre os hospedeiros utilizando-se a andlise
de correspondéncia (CA), que foi relizada no software STATISTICA 6.0 (Statsoft Inc., Tulsa,
OK). As amostras de esgoto e ambientais foram utilizadas como amostras de valida¢do externa

dos modelos de CA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, 324 linhagens de E. coli isoladas de diferente animais, 44 linhagens
isoladas de duas estacdes de tratamento de esgoto e 66 linhagens isoladas de rios e reservatdrios
foram classificadas em um dos quatro grupos filogenéticos principais A, B1, B2 e D utilizando o
método PCR triplex descrito por Clermont et al. (2000). Com esta técnica, as linhagens puderam
ser classificadas de acordo com a presenca/auséncia dos genes chuA e yjaA e do fragmento

Tspe4.C2 (ver exemplo na Figura 1).
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Figura 1. Gel de agarose 2% contendo os produtos de amplificacio por PCR triplex para
classificacdo das linhagens nos grupos filogenéticos A, B1, B2 e D. Um e 20 correspondem ao
Ladder 100 pb (Invitrogen). As amostras de 2 a 18 correspondem as linhagens He53 a Hc70 e a

amostra 19 corresponde ao controle negativo.

A Tabela 3 e a figura 2 mostram a distribuicdo dos filo-tipos entre os hospedeiros
analisados. A prevaléncia de cada filo-tipo foi: Ag = 100%, A; = 83.33%, B1 = 100%, B2, =
50%, B23 = 16.67%, D; = 66.67, D, = 66.67%. O grupo Bl e o filo-tipo Ay foram encontrados
em todos os animais, enquanto que o filo-tipo B23 s6 foi encontrado em humanos. O valor do
teste G foi 207,66 (30 graus de liberdade) com uma probabilidade p<0,0001 da distribuicdo dos
filo-tipos ser ao acaso. Pode-se observar a predominancia dos grupos A e D nas linhagens de
origem humana e suina (mamiferos onivoros), a predominancia dos grupos B1 nas linhagens de
origem bovina, ovina e caprina (mamiferos herbivoros) e a predominancia do grupo A nas
linhagens de origem avidria. Segundo Gordon & Cowling (2003), a abundancia relativa dos
grupos filogenéticos nos mamiferos depende da dieta, da massa corpdrea e do clima ao qual o
hospedeiro estd submetido. Os autores observaram nos mamiferos uma predominancia dos
grupos B1 e B2. E interessante notar que, no referido trabalho, nenhum dos animais estudados

(peixes, sapos, tartarugas, cobras, lagartos, crocodilos, aves e mamiferos) apresentou
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predominancia do grupo D e que aves e mamiferos apresentaram nimeros similares de linhagens

do grupo D.
100% —
90%
80%
70%
D2
60% ——  mD1
B23
50%
mB22
30% mAl
B ACQ
20%
10%
0% T T T T T
Bovina Aviaria Suina Ovina Caprina Humana

Figura 2. Frequéncia dos filo-tipos nos hospedeiros analisados.

Escobar-Paramo et al. (2006) observaram a prevaléncia dos grupos D/B1 em aves, A/B1
em mamiferos ndo-humanos e A/B2 em humanos. Nesse trabalho, os autores concluiram que a
principal forca que modela a estrutura genética das populacdes de E. coli nos diferentes
hospedeiros ¢ a domesticacdo. Gordon & Cowling (2003) encontraram uma prevaléncia do filo-
grupo B2 nos mamiferos herbivoros e onivoros e uma prevaléncia do grupo B1 nos mamiferos

carnivoros e nas aves. Unno ef al. (2009) analisaram 138 linhagens de E. coli isoladas de
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humanos e 376 de animais domésticos de uma provincia da Coréia do Sul e ndo encontraram o
grupo B2 em humanos e animais domesticados. Assim sendo, a distribuicao observada neste
trabalho dos grupos filogenéticos entre os hospedeiros analisados difere das distribuicdes ja
descritas na literatura, o que suporta a hipétese que a distribui¢ao dos grupos filogenéticos de E.
coli entre os animais seja dependente de efeitos geograficos. Gordon & Cowling (2003) ainda
sugerem que os grupos A e Bl sdo mais “generalistas” e que os grupos B2 e D sdo mais
“especialistas”, o que estd de acordo com os dados observados neste trabalho, ja que os grupos A
e B1 foram encontrados em todos os hospedeiros analisados e o grupo B2 foi mais predominante
em humanos. Portanto, pode-se sugerir a utilizacdo do filo-tipo B23 como indicador de

contaminacdo fecal de origem humana no Estado de Sao Paulo.

Tabela 3. Distribuicao dos filo-tipos de E. coli entre os hospedeiros analisados.

Filo-tipo Humanos Bois Galinhas Porcos Ovelhas Cabras

Ao 12 12 10 4 4 1
Ay 65 2 3 17 0 2
B1 11 29 2 9 20 13
B2, 6 0 1 2 0 0
B2, 22 0 0 0 0 0
D, 41 4 0 5 3 0
D, 17 3 0 2 2 0

Total 174 50 16 39 29 16

As amostras de humanos e suinos apresentaram indices de diversidade de Shannon e de
Simpson semelhantes e apresentaram um indice de similaridade de Pianka de 87,8% (Tabela 4 e
5). A amostra de caprinos foi a que apresentou os menores indices de diversidades e os
mamiferos herbivoros (bois, cabras e ovelhas) apresentaram uma similaridade média, quanto a

distribuicao de filo-tipos, de 96%. Bois, cabras e ovelhas sao mamiferos ruminantes que diferem
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em muitas caracteristicas intestinais dos outros animais. Humanos e porcos apresentam
caracteristicas intestinais muito semelhantes, pois sdo ovivoros e monogastricos (Apajalahti,
2005). Os resultados parecem indicar que essas caracteristicas do sistema digestério e de habitos
alimentares sdo fatores importantes na modelagem da estrutura populacional de E. coli nos

hospedeiros analisados.

Tabela 4. Indices de diversidade de Shannon e de Simpson de cada hospedeiro analisado.

?ndlc.e de Humanos Bois Galinhas Porcos Ovelhas Cabras
diversidade

Shannon 0,726 0,482 0,452 0,652 0,412 0,261

Simpson 0,769 0,579 0,555 0,724 0,489 0,320

Tabela 5. Indice de similaridade de Pianka entre os hospedeiros analisados.

Avidria Suina Ovina Caprina Humana
Bovina 0,533 0,541 0,981 0,932 0,279
Aviaria - 0,508 0,362 0,298 0,384
Suina - - 0,507 0,574 0,878
Ovina - - - 0,966 0,246
Caprina - - - - 0,258

Os dados obtidos neste trabalho enfatizam a importancia de se analisar linhagens de E.
coli isoladas no Estado de Sao Paulo para estabelecer pardmetros para um monitoramento mais
efetivo dos recursos hidricos no Estado. Os resultados obtidos sugerem que as linhagens de E.
coli isoladas de fezes de humanos apresentam maior diversidade, o que pode ser devido aos
habitos alimentares e estilo de vida dos humanos. Ja os animais de criacdo estdo submetidos a
condi¢cdes mais controladas de alimentacdo e estilo de vida, o que pode levar a uma menor

variabilidade de linhagens de E. coli.
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A Tabela 6 e a figura 3 mostra a distribuicao dos filo-tipos entre os pontos de amostragem
de linhagens ambientais. Duas linhagens do ponto Ani-1 ndo puderam ser classificadas em um
dos grupos filogenéticos principais, pois apresentaram a seguinte combinag¢do de marcadores:
chuA-, yjaA+, Tspe4.C2+. Apenas trés das 110 linhagens de origem ambiental pertencem ao
grupo B1, sendo que uma foi isolada do rio Tieté, uma da ETE Jesus Netto e uma da ETE
Barueri. Walk et al. (2007) demonstraram que linhagens de E. coli isoladas do ambiente formam
um grupo distinto e bem estruturado. Segundo esses autores, a maior parte das linhagens
ambientais pertence ao grupo B1. Neste trabalho poucas linhagens ambientais foram classificadas
como pertencentes ao grupo B1 (Tabela 6), o que pode indicar que no Brasil o grupo A pode ter

ocupado esse nicho.

Tabela 6. Distribuicao dos filo-tipos de E. coli nos esgotos, rios e reservatérios analisados.

f:ll)‘:) Ani-1  Ani-2  Ani-3 Hum-1 Hum-2 Hum-3 Hum-4 Esg-l Esg-2
Ao I 4 8 2 I 0 0 3 6
Al 2 2 0 4 0 1 6 9 5
BI I 0 0 0 0 0 0 1 1
B2, 0 2 0 0 1 0 0 0 0
B2, 2 1 0 2 9 8 2 2 3
D, 0 3 1 0 0 0 0 5 1
D, 0 0 ! 0 0 0 0 4 4
Total 6 12 10 8 1 9 8 24 20

A maioria das linhagens ambientais pertence ao grupo A (54) e, ao contrdrio do que foi
observado nas linhagens de animais, cerca de 26% das linhagens de origem ambiental pertencem
ao grupo B23;, sendo que a maioria delas foram isoladas das represas Billings e Guarapiranga.

Orsi et al. (2007) verificaram a distribui¢do dos grupos filogenéticos em 131 linhagens isoladas
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dessas represas e encontraram uma predominancia de apenas 6% do grupo B2. Esses autores
sugerem que a distribuicdo desses grupos pode ser alterada na estacdo chuvosa ou seca. As
linhagens das represas Billings e Guarapiranga utilizadas neste trabalho foram isoladas no més de
julho de 2009, estagdo seca, o que pode indicar uma menor influéncia de fontes de contaminagao

difusa, predominando assim a fonte de contamina¢do pontual principal, provavelmente humana.
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Figura 3. Frequéncia dos filo-tipos nos pontos de amostragem.

Para avaliar se a distribui¢do dos grupos filogenéticos poderia predizer a origem animal de
um grupo de linhagens foi construido um modelo de anélise de correspondéncia com os dados da

Tabela 3. A andlise de correspondéncia (CA) é uma técnica descritiva, baseada em valores de
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Qui-quadrado, que permite a exploracdo da estrutura dos dados. A Figura 4 mostra a

(€N

representacdo bidimensional desta andlise. Neste modelo, o eixo horizontal (Dimension 1)

(@

responsdvel por 73,49% da varidncia total dos dados e o eixo vertical (Dimension 2)
responsavel por 20,35% da variancia total dos dados. Animais que apresentam distribuicdo de
filo-tipos semelhante aparecem mais préximos entre si. Na Figura 4, pode-se observar que os
mamiferos herbivoros apresentam uma distribuicao dos filo-tipos mais semelhante entre si, assim
como os mamiferos onivoros sdo mais semelhantes entre si.

Os dados da Tabela 6 foram inseridos no modelo da Figura 4 como pontos suplementares.
Estes pontos ndo participam da constru¢do do modelo. O posicionamento espacial destes pontos
na representacdo bi-dimensional permite a compara¢do da distribuicdo dos filo-tipos com os

dados utilizados na construcao do modelo.
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Figura 4. Andlise de correspondéncia: representacdo bidimensional da frequéncia de filo-tipos

nos hospedeiros. Os filo-tipos estdo em laranja.

A Figura 5 mostra a comparagdo da distribuicao de filo-tipos das amostras ambientais
com as amostras de origem animal conhecida. As amostras Hum-1, Hum-2, Hum-3 ¢ Hum-4
ficaram mais préximas da amostra de humanos do que de qualquer outro animal, assim como a
amostra Esg-1. Esg-2, Ani-1 e Ani-2 ficaram entre a amostra de origem humana e a de origem
suina e Ani-3 ficou préxima da amostra de origem avidria. A contaminagdo predita pelo modelo
CA (Figura 5) foi a mesma que a esperada na maioria dos pontos (Hum-1, Hum-2, Hum-3, Hum-

4, Esg-1 e Ani-3).
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Figura 5. Andlise de correspondéncia: representacdo bidimensional da frequéncia de filo-tipos

nos hospedeiros. Os filo-tipos estdo em laranja e os pontos suplementares estao em verde.

Assim sendo, a andlise da distribuicdo de filo-tipos de E. coli parece ser uma boa
ferramenta para auxiliar na identificacdo de fontes de contaminagdo fecal. Entretanto, ndo
existem métodos para avaliar a significancia estatistica da andlise de correspondéncia (Statsoft,
2007).

E muito dificil identificar marcadores hospedeiro-especificos em E. coli, o que dificulta os
estudos de rastreamento de fonte microbiana (Gordon, 2001; Clermont et al., 2008). Neste

trabalho € proposta uma nova abordagem para a identificacdo da origem animal da fonte de
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contaminacdo fecal, a qual se baseia na especificidade da estrutura populacional de E. coli ao
invés da especificidade de linhagens. Essa abordagem € simples, barata e, apesar de nao
apresentar um alto poder de resolugdo, pode ajudar no direcionamento para utilizacio de técnicas
mais laboriosas € com maior nivel de discrimina¢do, como por exemplo, o rep-PCR e a

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.
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CAPITULO 2

Utilizacao de BOX e (GTG)s-PCR na discriminacao de Escherichia

coli de diferentes animais
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INTRODUCAO

Entre os métodos de rastreamento de fonte microbiana, o rep-PCR € considerado
relativamente rdpido e pouco dispendioso (Meays et al., 2004). Este método, que engloba os
métodos de REP-, ERIC- e BOX-PCR, baseia-se na amplificacdo de sequéncias repetitivas do
genoma. Os elementos repetitivos REP (Repetitive Extragenic Palindromes) foram caracterizados
inicialmente em E. coli e Salmonella typhimurium (Stern et al., 1984). O nimero de cépias desses
elementos no cromossomo de E. coli e S. typhimurium é de aproximadamente 500-1000 copias,
equivalente a aproximadamente 1% do genoma da bactéria (Stern et al., 1984; Martin et al.,
1992). Os elementos ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) foram descritos em
vdrias espécies de bactérias (Hulton et al., 1991). O nimero de cpias desse elemento em E. coli
¢ de aproximadamente 30-50 e, em S. typhimurium, de 150 (Sharples & Lloyd, 1990; Hulton et
al., 1991). Os elementos BOX foram descritos em Streptococcus pneumoniae (Martin et al.,
1992). Eles sd@ao compostos de 3 subunidades (BOX A, BOX B e BOX C), com niimero varidvel
de repeti¢des (Martin et al., 1992). O papel destes elementos repetitivos no genoma das bactérias
ainda ndo estd claro. Foi sugerido que eles teriam importancia na determinacdo da estrutura e
topologia do DNA, além de poderem estar envolvidos em regulacdo (van Belkum et al., 1998).

Os elementos repetitivos t€ém sido utilizados em andlises de variabilidade de diversas
espécies de bactérias. Com a utilizagdo de rep-PCR, Sadowsky et al. (1996) obtiveram padrdes
distintos de amplificagdo de DNA para a maioria das linhagens de Streptomyces analisadas.
Dombek et al. (2000) analisaram 125 linhagens de E. coli isoladas de fezes humanas e de
diversos animais através de BOX- e REP-PCR observando padrdes complexos e distintos de

bandas para as linhagens analisadas. Orsi et al. (2007) identificaram as fontes de contaminagdo
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fecal de duas represas do Estado de Sao Paulo por rep-PCR. Mohapatra et al. (2007a)
diferenciaram, por rep-PCR, linhagens de E. coli provenientes de 11 hospedeiros diferentes,
incluindo humanos, animais selvagens e domésticos. O oligonucleotideo (GTG)s também vem
sendo utilizado com sucesso no estudo genotipico de linhagens bacterianas (Svec et al., 2005;

Mohapatra et al., 2007b; Mohapatra et al., 2008).

MATERIAIS E METODOS

Linhagens utilizadas

Neste trabalho foram utilizadas linhagens do banco descrito no capitulo 1. Foram

analisadas 100 linhagens de origem humana (criancas), 50 de origem bovina, 39 de origem suina,

16 de origem avidria, 29 de origem ovina e 16 de origem caprina. Além disso, foi realizado o

BOX-PCR de 32 linhagens de humanos adultos e 27 das estacdes ETE Jesus Netto e Barueri

(Tabela 1).

Tabela 1. Origem e nimero de linhagens de E. coli utilizadas neste trabalho.

Origem Numero de linhagens
Humana (constru¢do do banco) 100
Humana (validagdo) 32
Bovina 50
Avidria 16
Suina 39
Caprina 16
Ovina 29
Esgoto 27

Total 309
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Analise genotipica utilizando BOX- e (GTG)s-PCR

Aproximadamente 10 uL da cultura permanente das linhagens do banco foram inoculados
em 3 mL de meio LB liquido (Sambrook et al., 1989) e mantidas em um agitador orbital a 250
rpm, 37°C por 18-20 horas. O DNA foi isolado com o Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega), segundo especificagdes do fabricante. O DNA foi utilizado nas andlises de BOX- e
(GTG)s-PCR.

BOX-PCR: A andlise do genoma das bactérias através de BOX-PCR foi feita segundo
modificagdes na metodologia descrita por Sadowsky er al. (1996). Para isto, foram realizadas
reacoes de amplificacdo em um volume final de 25 puL contendo: aproximadamente 10 ng de
DNA, 50 pmoles do primer BOXAIR (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGAGG-3’), tampao da
Tag polimerase 1X concentrado, 0,1 mM de cada dNTP, 2,0 mM de MgCl, e 0,5 unidades de Tag
polimerase (Invitrogen). Todas as reacdes foram feitas em duplicata. As condicdes de
amplificacdo foram: desnaturacdo inicial a 95°C por 7 min, seguida por 30 ciclos de amplificagdao
(94°C - 1 min, 53°C — 1 min, 56°C — 4 min) e extensao final a 65°C por 16 min.

(GTG)s-PCR: A andlise através de (GTG)s-PCR foi feita segundo modificacdes na
metodologia descrita por Mohapatra et al. (2007b). O primer utilizado foi: (GTG)s (5°-
GTGGTGGTGGTGGTG-3’). As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final
de 20 puL contendo: aproximadamente 40 ng de DNA, 50 pmoles de primer, tampao da Tag
polimerase 1X concentrado, 0,2 mM de cada ANTP, 2,5% de glicerol, 2,0 mM de MgCl, e 0,5
unidades de Tag polimerase (Invitrogen), Todas as reacOes foram feitas em duplicata. As

condi¢Oes de amplificacdo foram: desnaturagdo inicial a 95°C por 2 min, seguida de 30 ciclos de
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amplificacio (94°C — 3 s € 92°C — 30 s, 40°C — 1 min, 65°C — 8 min) e extensdo final a 65°C por
8 min.

Os produtos de amplificacdo (BOX- e GTGs-PCR) foram visualizados por eletroforese em
gel de 2,0% de agarose em tampao TAE 1X (Sambrook et al., 1989). Como marcador de peso
molecular foi utilizado no gel o Ladder 1 Kb e 100 pb (Invitrogen). Apds a eletroforese, o gel foi
corado por 20 min com brometo de etidio (0,5 pg/mL), descorado por 1 h em 4gua destilada e

fotografado sob luz UV.

Anadlise de padroes de BOX e (GTG)s-PCR

Os padrdes de bandas das linhagens obtidos por BOX- e (GTG)s-PCR foram analisados
com o programa GelCompar II v. 5.1 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). O programa identifica
os padrdes de bandas das diferentes linhagens e constréi dendrogramas baseados nested padrdes.

Nas analises dos perfis de BOX-PCR foram utilizados o coeficiente de Jaccard, com
tolerancia de posi¢do de 0,48% e otimizacdo de 0,73%, o método de agrupamento UPGMA
(Sokal & Michener, 1958). Para verificar a estabilidade interna dos grupos foi realizada a andlise
discriminante Jackknife, os valores sdo apresentados na forma de taxa de classificacdo correta
(TCC) e taxa global de classificagdo correta (TGCC), que é a porcentagem total de linhagens
corretamente classificadas.

Nas andlises dos perfis de (GTG)s-PCR foram utilizados o coeficiente de Jaccard, com
tolerancia de posicdo de 1,28% e otimizacao de 0%, o método de agrupamento UPGMA (Sokal
& Michener, 1958). Para verificar a estabilidade interna dos grupos foi realizada a andlise

discriminante Jackknife, os valores sdo apresentados na forma de TCC e TGCC.
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Os valores de tolerancia de posic@o e otimizacdo utilizados foram os que apresentaram a

melhor separacdo das linhagens de acordo com a origem animal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

BOX-PCR

As linhagens de origem avidria, bovina, caprina, humana, ovina e suina foram submetidas

a andlise de perfil genotipico utilizando o primer BOXA1R (BOX-PCR). A Figura 1 exemplifica

os perfis encontrados com esse primer.
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Figura 1. Padrdo de bandas (perfil genotipico) obtido a partir de BOX-PCR. As amostras 1, 10 e
20 correspondem ao Ladder 1 Kb Plus (Invitrogen). As amostras de 2 a 9 correspondem as

linhagens Bs18 a Bs25 e as amostras de 11 a 19 correspondem as linhagens Bs26 a Bs34.



40

A fim de se mensurar a reprodutibilidade do BOX-PCR, foram feitas triplicatas (trés
culturas independentes) de uma linhagem de humano, uma de boi e uma de galinha. Foi
encontrada uma similaridade maior que 95% entre as triplicatas (coeficiente de Jaccard e
tolerancia de posicao 0,48%), indicando que o método é reprodutivel.

Os perfis obtidos por BOX-PCR foram submetidos a uma comparacdo utilizando o
coeficiente de similaridade de Jaccard, que leva em consideracdo a presenca/auséncia € o método
de agrupamento UPGMA. Foram excluidas das andlises estatisticas as linhagens que nao
produziram bandas e as linhagens que apresentaram uma similaridade maior do que 95% com
outra linhagem de mesma origem e mesmo filo-tipo, para evitar a super-estimacdo da taxa de
classificac@o correta (Hassan et al., 2005). Assim sendo, um total de 223 linhagens, sendo 11 de
origem avidria, 43 de origem bovina, 15 de origem caprina, 94 de origem humana, 29 de origem
ovina e 31 de origem suina foram utilizadas nas andlises estatisticas.

Na andlise discriminante Jackknife as linhagens foram separadas de quatro formas. A
separacdo A foi feita entre linhagens de origem avidria, bovina, caprina, humana, ovina e suina.
A separacgao B foi feita entre os grupos filogenéticos A, B1, B2 e D. A separacgado C foi feita entre
linhagens de origem herbivora e onivora. E a separacdo D foi feita entre linhagens de origem
humana e origem ndo humana. A Tabela 3 mostra os valores da taxa global de classificacdo
correta para cada um dos casos. A separacdo D foi a que obteve os melhores valores de taxa
classificacdo correta (TCC).

Segundo Hassan et al. (2005) quando a similaridade méxima € utilizada considera-se uma
abordagem epidemiolégica e quando a similaridade média € utilizada considera-se uma

abordagem de genética de populacdes. Neste trabalho, como os perfis obtidos sdao muito
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divergentes, pode-se concluir que o uso da similaridade méxima pode ser mais vantajoso na

identificacdo da fonte animal.

Tabela 3. Taxa global de classificagdo correta pela andlise discriminante Jackknife usando as

similaridades média e maxima dos perfis obtidos por BOX-PCR.

Taxa global de classificacao correta Taxa global de classificacao correta

Separago usando similaridade média usando similaridade maxima
A 57,11% 63,70%
B 39,62% 38,16%
C 68,77 % 82,97%
D 75,86% 84,13%

A Tabela 4 mostra a TCC das linhagens de cada hospedeiro utilizando a similaridade
média. Com esta abordagem, apenas 26,26% das linhagens de origem humana foram
corretamente classificadas como humanas. As linhagens de origem avidria foram as que
apresentaram a melhor TCC, 84,62%. Aparentemente, linhagens isoladas de um mesmo
hospedeiro ndo formam um grupo muito coeso, pelo menos em relagdo ao perfil genotipico

gerado por BOX-PCR.

Tabela 4. Taxa de classificagdo correta (TCC), em porcentagem, obtida a partir da andlise

discriminante Jackknife usando a similaridade média dos perfis obtidos por BOX-PCR.

Classificacio Humana Bovina  Suina Ovina Caprina Avidria

Humana 26,26 0 3,13 0 0 0
Bovina 24,24 65,96 6,25 13,79 13,33 7,69
Suina 14,14 8,51 71,88 24,14 13,33 7,69
Ovina 7,07 4,26 3,13 44,83 13,33 0

Caprina 4,04 2,13 6,25 6,9 53,33 0

Aviaria 24,24 19,15 9,38 10,34 6,67 84,62
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A Tabela 5 mostra a taxa de classificagao de cada origem animal utilizando a similaridade

maxima. Neste caso, 75,76% das linhagens de humanos foram corretamente classificadas como

de origem humana e a TCC das linhagens de origem avidria caiu para 53,85%.

Tabela 5. Taxa de classificagdo correta (TCC), em porcentagem, obtida a partir da andlise

discriminante Jackknife usando a similaridade méxima dos perfis obtidos por BOX-PCR.

Classificacio Humana Bovina Suina Ovina Caprina Aviaria
Humana 75,76 6,38 9,38 3,45 6,67 15,38
Bovina 11,11 76,6 9,38 20,69 0 23,08

Suina 7,07 8,51 50 6,9 20 7,69
Ovina 1,01 2,13 21,88 58,62 13,33 0
Caprina 0 0 3,13 6,9 60 0
Avidria 5,05 6,38 6,25 3,45 0 53,85

Apesar de relativamente baixas, as TCCs obtidas neste trabalho com o BOX-PCR sio

similares a de outros trabalhos (Somarelli er al., 2007; Hassan et al., 2007). Até o momento, ndo

existe um método padrao bem estabelecido para estudos de rastreamento de fonte microbiana, e

segundo Harwood et al. (2000), qualquer método que apresentar uma TCC entre 60 e 70% ja

pode ser considerado util para o desenvolvimento e implantacio de planos de manejo para prever

futuras contaminagdes fecais.
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(GTG)s-PCR

As linhagens de origem avidria, bovina, caprina, humana, ovina e suina foram submetidas
a andlise de perfil genotipico utilizando o primer (GTG)s. A Figura 2 exemplifica os perfis
encontrados com esse primer. Em geral, os perfis obtidos com o primer (GTG)s apresentram

mais bandas do que os perfis gerados com o primer BOXAIR.
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Figura 2. Padrao de bandas (perfil genotipico) obtido a partir de (GTG)s-PCR. As amostras 1, 11
e 20 correspondem ao Ladder 1 Kb Plus (Invitrogen). As amostras de 2 a 10 correspondem as

linhagens Hc81 a Hc89 e as amostras de 12 a 19 correspondem as linhagens Hc90 a He97.



44

A fim de se mensurar a reprodutibilidade do (GTG)s-PCR, foram feitas triplicatas (trés
culturas independentes) de uma linhagem de humano, uma de boi e uma de galinha. Foi
encontrada uma similaridade maior que 91% entre as triplicatas (coeficiente de Jaccard e
tolerancia de posicao 1,28%) indicando que o método é reprodutivel.

Os perfis obtidos por (GTG)s-PCR foram submetidos a uma comparagdo utilizando o
coeficiente de similaridade de Jaccard, que leva em consideracdo a presenca/auséncia € o método
de agrupamento UPGMA (Sokal & Michener, 1958).

Assim como na andlise de BOX-PCR, foram excluidas das andlises as linhagens que nao
produziram bandas, e as linhagens que apresentaram uma similaridade maior do que 91% com
outra linhagem da mesma origem e o mesmo filo-tipo, para evitar a super-estimacdo da taxa de
classificac@o correta. Assim sendo, um total de 231 linhagens, sendo 16 de origem avidria, 43 de
origem bovina, 15 de origem caprina, 95 de origem humana, 29 de origem ovina e 34 de origem
suina foram utilizadas nas andlises estatisticas.

Pode-se observar na Tabela 6 que os perfis obtidos por (GTG)s-PCR foram menos
eficientes em discriminar as linhagens de acordo com a origem animal (separacdo A) do que o
BOX-PCR. Entretanto, as taxas globais de classificacdo correta em grupos filogenéticos
(separacdo B) e em origem humana e ndo humana foram maiores do que as obtidas por BOX-
PCR, tanto usando a similaridade média quanto usando a similaridade maxima para a
classificac@o. Esses resultados parecem indicar que o (GTG)s-PCR pode ser mais informativo

sobre relacoes filogenéticas do que o BOX-PCR.



45

Tabela 6. Taxa global de classificagdo correta, em porcentagem, obtida pela andlise

discriminante Jackknife usando as similaridades média e méxima dos perfis obtidos por (GTG)s-

PCR.
Separagiio Taxa global (!e ?las'sificagﬁo/ c?rreta Taxa global .de. cla§sificagﬁ? ?orreta
usando similaridade média usando similaridade maxima
A 45,56% 49,10%
B 51,60% 47,01%
C 72,83% 79,33%
D 84,87% 85,96%

A Tabela 7 mostra a taxa de classificacdo de cada origem animal utilizando a similaridade
média, 68,42% das linhagens de humanos foram corretamente classificadas. Aparentemente, as
linhagens de origem humana sdo mais semelhantes entre si em relacdo ao perfil de (GTG)s-PCR.
Nenhuma linhagem de origem bovina foi corretamente classificada, 39,5% delas foram
classificadas como ovinas e 27,91% delas como caprinas. As linhagens de origem ovina foram as

que apresentaram a maior TCC.

Tabela 7. Taxa de classificagdo correta (TCC), em porcentagem, obtida a partir da andlise

discriminante Jackknife usando a similaridade média dos perfis obtidos por (GTG)s-PCR.

Classificacio Humana Bovina  Suina Ovina Avidria Caprina

Humana 68,42 4,65 0 0 0 0
Bovina 0 0 2,86 0 0 0
Suina 1,05 18,6 57,14 7,41 18,75 6,67
Ovina 25,26 39,53 14,29 717,78 25 60

Avidria 2,11 9,3 17,14 0 50 13,33

Caprina 3,16 2791 8,57 14,81 6,25 20
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A Tabela 8 mostra a taxa de classificagao de cada origem animal utilizando a similaridade
maxima. Neste caso, 46,51% das linhagens de origem bovina foram corretamente classificadas e

apenas 26,67% das linhagens de cabras foram corretamente classificadas.

Tabela 8. Taxa de classificagdo correta (TCC), em porcentagem, obtida a partir da andlise

discriminante Jackknife usando a similaridade méxima dos perfis obtidos por (GTG)s-PCR.

Classificacio Humana Bovina Suina Ovina  Avidria Caprina
Humana 80 16,28 0 11,11 6,25 0
Bovina 5,26 46,51 2,86 29,63 18,75 20
Suina 2,11 4,65 74,29 11,11 25 13,33
Ovina 10,53 18,6 11,43 29,63 12,5 40
Avidria 1,05 4,65 8,57 3,7 37,5 0
Caprina 1,05 9,3 2,86 14,81 0 26,67

Mohapatra et al. (2008) utilizaram (GTG)s-PCR para diferenciar E. coli de oito fontes
distintas e obtiveram uma taxa global de classificacdo correta de 83,67%. Mohapatra et al.
(2007b) compararam os cinco métodos de PCR de regides repetitivas, REP-, ERIC1-, ERIC2-,
BOX- e (GTG)s-PCR, e observaram uma maior eficiéncia dos dois tltimos métodos. Apesar de
ter sido utilizado neste trabalho um ndmero de linhagens por hospedeiro muito semelhante ao do
trabalho citado, a eficiéncia nao foi semelhante. Isso pode ser devido a grande variabilidade das
linhagens de E. coli de regido para regido.

As mesmas andlises também foram feitas utilizando-se os perfis gerados pelo BOX- e
(GTG)s-PCR concomitantemente. Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados principais.
Utilizando-se os dois perfis, 92,54% das linhagens foram corretamente classificadas em origem

humana e ndo humana. Entretanto, a discriminacao entre os animais de origem foi menor do que
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a obtida utilizando-se apenas o perfil do BOX-PCR (Tabela 3) e maior do que a obtida com o

(GTG)s-PCR (Tabela 9).

Tabela 9. Taxa global de classificacdo correta pela andlise discriminante Jackknife utilizando

similaridades média e maxima dos perfis obtidos por BOX- e (GTG)s-PCR.

Taxa global de classificacao correta Taxa global de classificacao correta

Separago usando similaridade média usando similaridade maxima
A 51,64% 57,61%
B 52,07% 47,15%
C 72,10% 81,29%
D 92,54% 89,48%

Sendo assim, o uso desses dois primers pode ser promissor para a discriminagdo de
linhagens de E. coli de origem humana e ndo humana. Entretanto, a grande variabilidade de perfis
de BOX- e (GTG)s-PCR encontrada em todos os animais analisados pode dificultar a utilizagdo
destes métodos em estudos de rastreamento de fonte de contaminagdo fecal no Estado de Sao

Paulo.

Validacao externa do BOX-PCR

Como o BOX-PCR apresentou a melhor taxa de classificagdo correta para separar as
linhagens em suas origens animais e apresentou maior reprodutibilidade do que o (GTG)s-PCR,
foi feita a validacdo externa deste método com linhagens ndo utilizadas na construcao do banco.
Foram utilizadas 32 linhagens de origem humana, denominadas HUM, e 27 linhagens isoladas de

esgoto, denominadas AMB. A validacdo foi feita pela comparagdo dos perfis de BOX-PCR por
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quatro ferramentas estatisticas: similaridade média, similaridade méxima, K-nearest neighbor e
redes neurais (Tabela 10). O score maximo da ferramenta K-nearest neighbor € 10, enquanto que
0 score maximo das demais ferramentas é 100.

Das 32 linhagens de humanos usadas para valida¢do, 13 ndo foram classificadas como de
origem Humana por nenhuma ferramenta, dez foram classificadas como de origem humana por
uma ferramenta, quatro linhagens foram classificadas como de origem humana por duas
ferramentas, quatro foram classificadas como de origem humana por trés ferramentas e uma
linhagem foi classificada como de origem humana pelas quatro ferramentas (Tabela 10). A baixa
taxa de classificagdo correta obtida por todas as ferramentas € mais um indicio da grande
variabilidade de perfil de BOX-PCR das linhagens de E. coli de humanos. As classificagdes pela
similaridade maxima e por K-nearest neighbor foram as que apresentaram as maiores taxas de
classificacdo correta, 37,5% e 40,7%, respectivamente.

As linhagens de esgoto foram submetidas a identificacdo através da comparagdo dos
perfis de BOX-PCR dessas linhagens com os perfis das linhagens do banco, mais as 32 linhagens
HUM, perfazendo um total de 126 linhagens de origem humana. Os resultados sdo apresentados
na Tabela 11. Das 27 linhagens de esgoto analisadas, quatro ndo foram classificadas como de
origem humana por nenhuma ferramenta, oito foram classificadas como de origem humana por
uma das ferramentas, 11 foram classificadas como de origem humana por duas ferramentas e

quatro foram classificadas como humana por trés ferramentas.
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Tabela 10. Classificagdo das linhagens de E. coli de humanos utilizando quatro ferramentas

estatisticas.

K-Nearest Neighbor Rede neural Similaridade média | Similaridade maxima
Linhagem | Classificacdo Score | Classificacdo Score | Classificacdo Score | Classificacado Score
HUMO77 Humana 6 Humana 88,3 Bovina 20,2 Humana 44 .4
HUMO82 Suina 6 Aviaria 35,8 Suina 19,7 Suina 41,7
HUMO083 Humana 4 Avidria 55,7 Suina 19,8 Humana 44 .4
HUMO084 Bovina 6 Aviaria 35,8 Caprina 19,4 Humana 40
HUMO85 Bovina 4 Suina 27,1 Suina 26,9 Suina 66,7
HUMO86 Suina 4 Avidria 57,6 Avidria 27,7 Humana 60
HUMO87 Bovina 5 Caprina 54,3 Aviaria 24,3 Suina 45,5
HUMO88 Humana 5 Aviaria 57,4 Bovina 31,9 Bovina 75
HUMO092 Bovina 4 Humana 98,7 Bovina 30,3 Bovina 60
HUMO099 Humana 7 Humana 79,8 Humana 17 Humana 50
HUM101 Bovina 5 Aviaria 35,8 Aviaria 23,6 Suina 45,5
HUM102 Humana 4 Aviaria 32,9 Bovina 19,5 Bovina 444
HUM103 Humana 7 Humana 28,6 Bovina 31,1 Humana 75
HUM104 Bovina 5 Caprina 54,8 Aviaria 31,8 Suina 75
HUM109 Humana 4 Avidria 57,7 Bovina 30 Humana 60
HUMI111 Suina 4 Humana 82,2 Bovina 27 Humana 60
HUMI112 Aviaria 4 Aviaria 57,7 Aviaria 23,2 Bovina 40
HUM113 Humana 5 Humana 92,8 Suina 13,5 Humana 40
HUMI115 Ovina 4 Humana 71,7 Ovina 20,5 Ovina 66,7
HUMI116 Humana 9 Bovina 61,7 Humana 9,8 Humana 50
HUM117 Humana 3 Ovina 46,8 Avidria 22,4 Aviaria 44.4
HUM118 Ovina 5 Ovina 52,4 Caprina 14,1 Ovina 27,3
HUM119 Bovina 4 Caprina 79,7 Ovina 18,4 Humana 66,7
HUMI121 Aviaria 3 Aviaria 35,8 Aviaria 22,9 Bovina 62,5
HUM122 Bovina 5 Caprina 66,5 Aviaria 36 Bovina 100
HUM124 Suina 4 Aviaria 33,7 Aviaria 26,5 Bovina 60
HUMI125 Suina 4 Ovina 46,9 Suina 13,9 Humana 429
HUMI126 Humana 5 Aviaria 35,8 Suina 15 Aviaria 33,3
HUMI127 Bovina 6 Caprina 71,4 Bovina 26,2 Bovina 60
HUM128 Suina 5 Ovina 46,8 Ovina 29,6 Suina 55,6
HUM129 Bovina 6 Aviaria 35,5 Bovina 35,8 Aviaria 66,7
HUM132 Humana 4 Suina 28,5 Caprina 16,3 Humana 66,7
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A classificagdo das linhagens de esgoto pela similaridade média foi a que apresentou
menor eficiéncia. Ja as classificagdes pela similaridade maxima e por K-nearest neighbor
apresentaram uma maior taxa de acerto em relacdo a fonte esperada. Apesar disto, os scores de
classificacdo foram relativamente baixos, em média 5,5 por K-nearest neighbor e 61,5 por
similaridade méxima.

Quando um agrupamento € realizado apenas com as 126 linhagens isoladas de humanos e
com as 27 linhagens de esgoto, a similaridade minima encontrada entre os perfis é de 3,22%, o
que indica uma grande variabilidade. A andlise Jackknife utilizando a similaridade maxima
classificou apenas 15 linhagens de esgoto como de origem humana (55%), o que pode sugerir a
existéncia de populagdes de E. coli que utilizam o esgoto como habitat primério.

Muitos estudos de RFM sao feitos utilizando-se linhagens de esgoto na constru¢do do
banco de linhagens, pressupondo-se que sejam de origem humana (Haznedaroglu et al., 2007;
Duran et al., 2009). Entretanto, nossos resultados demonstram que as linhagens de esgoto podem
apresentar perfis de BOX-PCR muito distintos das linhagens isoladas diretamente de fezes
humanas, podendo existir populagcdes capazes de utilizar este ambiente como habitat primdrio
(Walk et al., 2007). Portanto, as linhagens isoladas de esgoto podem ndo ser bons indicadores de

contaminagdo por fezes humanas.
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Tabela 11. Classificagdo das linhagens de esgoto utilizando quatro ferramentas estatisticas e

adicionando as linhagens HUM ao banco.

K-Nearest Neighbor Rede neural Similaridade média | Similaridade maxima
Linhagem | Classificacdo Score | Classificacdo Score | Classificacdo Score | Classificacado Score
AMBO001 Bovina 6 Humana 38,4 Bovina 34,2 Humana 66,7
AMBO003 Humana 5 Ovina 32,8 Ovina 22,5 Humana 44,4
AMBO004 Humana 7 Ovina 32,8 Suina 20,8 Humana 54,5
AMBO005 Bovina 5 Bovina 36,1 Bovina 25,2 Suina 55,6
AMBO006 Humana 5 Humana 38,4 Bovina 26,9 Humana 80
AMBO007 Suina 4 Bovina 36,1 Suina 26,7 Suina 50
AMBO009 Bovina 5 Humana 38,4 Bovina 26,1 Suina 50
AMBO010 Humana 4 Bovina 36,1 Bovina 27,1 Ovina 50
AMBO11 Bovina 5 Humana 38,4 Bovina 30,8 Suina 71,4
AMBO12 Humana 6 Suina 52,3 Avidria 25,1 Humana 61,5
AMBO13 Humana 5 Humana 84,2 Bovina 29,7 Humana 60
AMBO014 Bovina 6 Ovina 30,6 Bovina 24,8 Suina 50
AMBO15 Humana 9 Humana 38,4 Bovina 32,7 Humana 60
AMBO016 Bovina 4 Humana 98 Bovina 23,7 Bovina 57,1
AMBO17 Humana 5 Humana 80,4 Bovina 19,2 Bovina 36,4
AMBO019 Suina 4 Bovina 36,1 Suina 8,3 Humana 33,3
AMBO020 Bovina 4 Bovina 36,1 Suina 25,3 Humana 429
AMBO022 Humana 4 Bovina 36,1 Suina 22,7 Humana 44,4
AMBO025 Bovina 5 Bovina 42,1 Aviaria 20,9 Aviaria 45,5
AMBO028 Humana 8 Bovina 36,1 Suina 23,7 Humana 80
AMBO032 Humana 6 Ovina 324 Suina 25,5 Humana 58,3
AMBO059 Humana 4 Humana 98.9 Suina 24.4 Bovina 60
AMBO060 Ovina 3 Humana 80,4 Ovina 16,5 Ovina 50
AMB062 Humana 5 Bovina 36,1 Bovina 36,3 Humana 100
AMBO063 Humana 6 Humana 78,5 Bovina 28 Humana 75
AMBO065 Humana 7 Bovina 35,9 Bovina 24,7 Ovina 66,7
AMBO066 Humana 2 Humana 38,4 Avidria 33,8 Ovina 57,1
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CAPITULO 3

Utilizacao de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) na discriminacao de Escherichia coli de diferentes

animais
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INTRODUCAO

A espectroscopia no infravermelho por tranformada de Fourier (FT-IR) tem sido utilizada
com sucesso na identificacdo e classificacio de microrganismos nos niveis de espécie e
subespécies (Naumann et al., 1991). Esta técnica mede as propriedades vibracionais das ligagcdes
quimicas quando excitadas pela absor¢ao da radiac@o infravermelha. Quando aplicada a células
intactas, o espectro infravermelho reflete a composi¢do bioquimica qualitativa das células
(Mouwen et al., 2005).

Mouwen et al. (2005) conseguiram bons resultados com FT-IR na discriminagdo de
Campylobacter coli e Campylobacter jejuni quando comparados a diferenciacao por ERIC-PCR.
Gilbert et al. (2009) demonstraram que € possivel discriminar linhagens de E. coli, apesar da
grande semelhanga bioquimica. A maioria dos estudos que aplicam a espectroscopia FT-IR em
microbiologia utilizam a regido média do infravermelho (4000 — 600 cm'l) (Naumann et al.,
1995; Yu & Irudayraj, 2005; Mouwen et al., 2005; Gilbert et al., 2009). Entretanto, alguns
estudos concluiram que a espectroscopia na regido préxima do infravermelho (10000-4000 cm™),
pode ser uma ferrementa rdpida, barata e ndo destrutiva na identificacdo de microrganismos
(Rodriguez-Saona et al., 2001; Rodriguez-Saona et al., 2004; Alexandrakis et al., 2008).

A espectroscopia FT-IR nunca foi aplicada na identificacdo da fonte animal de um
microrganismo. Sendo assim, a objetivo deste trabalho foi discriminar linhagens de E.coli de

origem avidria, bovina e humana por espectroscopia FT-IR.
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MATERIAIS E METODOS

Linhagens utilizadas

Foram utilizadas 20 linhagens de E. coli isoladas de humanos, 15 isoladas de bois e 16

isoladas de galinhas. Essas linhagens pertencem ao banco descrito no capitulo 1.

Espectroscopia FT-IR

Cinco pL da cultura permanente das linhagens foram inoculados em 2 mL de meio LB
liquido (Sambrook et al., 1989) e incubados por 18-20 h a 37°C, 250 rpm. A seguir, 5 uL da
cultura diluida em 4gua 1:1 foi plaqueada em meio LB sélido e as placas foram mantidas por 16 h
a 37°C. De cinco a sete coldnias foram transferidas para laminas de vidro. Apds secar a
temperatura ambiente, as amostras foram analisadas em um espectrometro SPOTLIGHT 400N
(Perkin Elmer). Os parametros utilizados foram: modo imagem, transmitancia, 64 scans por
pixel, resolucdo 4 cm™, faixa espectral de 6000 a 2000 cm™, drea de 100 x 100 micrometros. Os

experimentos foram feitos em triplicada e um total de 192 espectros foi obtido de cada linhagem.

Tratamento dos dados, modelo e validacao

Os espectros foram analisados com PLS toolbox 3.5 para MATLAB 7.0 (Eigenvector

Research Inc.). Foi utilizada nas andlises a média dos espectros das triplicadas. Para obtenc¢do do
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melhor modelo de PLS-DA viérios pré-processamentos foram testados. O melhor modelo foi
aquele no qual os espectros foram cortados entre 2600 e 3300 cm™'. Para ajustar a linha de base
foi utilizada a segunda derivada dos dados e para eliminar informagdes desnecessarias ao modelo
foi utilizado o algoritmo OSC (orthogonal signal correction). Neste procedimento, a matriz X é
corrigida pela subtragdo da variacdo que € ortogonal a um vetor y, o qual possui as classes
correspondentes a cada amostra. Apds a aplicacio do OSC os espectros foram novamente
cortados, agora entre 2816 e 3026 cm.

A validacdo do método foi feita separando algumas amostras dos conjuntos originais (5
das amostras de bactérias provenientes de fezes de bovinos, 5 das provenientes das fezes de
galinhas e 7 das provenientes das fezes de humanos) e construindo um novo modelo PLS-DA
com as amostras restantes, utilizando os mesmos pré-processamentos do melhor modelo anterior.
As amostras separadas foram colocadas entdo no modelo e através da separacdo na primeira
varidvel latente foi possivel ver que a previsdo de amostras desconhecidas foi bastante
satisfatoria. As amostras de 1 a 34 sdo as que foram usadas na constru¢do do modelo (amostras
de calibracdo) e as amostras de 35 a 51 foram as amostras de validacao, sendo, as amostras de 35

a 39 referentes a bactérias de fezes de bovinos, de 40 a 44 referentes a bactérias de fezes de

galinhas e de 45 a 51 referentes a bactérias de fezes humanas.

Comparacido com BOX-PCR

Um dendrograma foi construido, utilizando-se apenas as linhagens usadas na anélise FT-

IR com os perfis obtidos por BOX-PCR descritos no Capitulo 2, para comparacao entre as duas

técnicas.
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Espectroscopia FT-IR
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Na andlise das 51 linhagens de E. coli por espectroscopia FT-IR, os espectros foram

obtidos na regido entre 2000 a 6000 cm™' (Figura la). Anélises preliminares indicaram que a

regido entre 2600 e 3300 cm™' seria mais informativa para separar as linhagens de acordo com a

origem animal (Figura 1b).
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Figura 1. a) Espectros médios das bactérias entre 2000 e 6000 cm™ e b) Espectros cortados entre

2600 e 3300 cm™. As linhas verdes representam os espectros das linhagens de E. coli de origem

humana, as linhas vermelhas representam os espectros das linhagens de E. coli de origem avidria

e, as linhas azuis representam os espectros das linhagens de E. coli de origem bovina.
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O algoritmo OSC foi utilizado para eliminar informagdes desnecessdrias e os espectros
foram novamente cortados na regido entre 2816 e 3026 cm™. ApGs o novo corte foi aplicada a
segunda derivada nos espectros (Figura 2). As principais diferengas podem ser observadas entre
os espectros das linhagens de humanos e de bois. Os espectros das linhagens de galinhas foram,

aparentemente, mais variaveis.
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Figura 2. Orthogonal signal correction (OSC) da segunda derivada dos espectros entre 2816 e
3026 cm™. As linhas verdes representam os espectros das linhagens de E. coli de origem humana,
as linhas vermelhas representam os espectros das linhagens de E. coli de origem avidria e, as

linhas azuis representam os espectros das linhagens de E. coli de origem bovina.



62

Na Figura 3 estdo duas varidveis latentes (VL1 e VL2) que juntas explicam 83,45% da
variancia total dos dados. A primeira varidvel (VL1) € responsavel por separar as linhagens de

acordo com a origem animal e a segunda varidvel (VL2) € responsdvel pela variancia dentro de

cada grupo.
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Figura 3. Representacdo bi-dimensional mostrando a separacdo obtida pelo modelo PLS-DA
utilizando a segunda derivada dos espectros na regido entre 2816 e 3026 cm™. Os quadrados
verdes representam as linhagens de E. coli de origem humana, os tridngulos vermelhos
representam as linhagens de E. coli de origem avidria e, os asteriscos azuis representam os

espectros as E. coli de origem bovina. A primeira varidvel latente (LV1) é responsdvel por
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68,52% da variancia total dos dados e a segunda varidvel latente (LV2) é responsével por 14,93%

da variancia total dos dados.

Uma aprendizagem supervisionada foi realizada para a validacdo do modelo PLS-DA.
Pode-se observar na Figura 4 que todas as amostras de validagdo tiveram os mesmos escores na
primeira varidvel latente que seus respectivos conjuntos de validac¢do, onde as amostras referentes
a bactérias de fezes de bovinos ficaram com os escores entre 0,5 ¢ —0,5 x 10"3, as amostras
referentes a bactérias de fezes de galinhas ficaram com os escores entre —1,5 e —2,5 x 107 ¢ as

amostras referentes a bactérias de fezes de humanos ficaram com os escores entre 1,25 e 2 x 107,
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Figura 4. Representacdo bi-dimensional do modelo de PLS-DA e validacao (LV1 versus nimero
das amostras). Os quadrados verdes representam as linhagens de E. coli de origem humana, os
triangulos vermelhos representam as linhagens de E. coli de origem avidria e, 0s asteriscos azuis
representam os espectros as E. coli de origem bovina. Os circulos pretos sdo as amostras de
validacdo. As amostras de 1 a 34 sdo as que foram usadas na constru¢do do modelo (amostras de
calibrac@o) e as amostras de 35 a 51 foram as amostras de validagdo, sendo, as amostras de 35 a
39 referentes a bactérias de fezes de galinhas, de 40 a 44 referentes a bactérias de fezes de
bovinos e de 45 a 51 referentes a bactérias de fezes humanas. A primeira varidvel latente (LV1) é

responsavel por 66,75% da variancia total dos dados.
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Os perfis bioquimicos obtidos pela espectroscopia FT-IR foram submetidos a andlise
multivariada, PLS-DA. O melhor resultado foi obtido construindo o modelo PLS-DA com a
segunda derivada do espectro na regido entre 2816 a 3026 cm™, o qual permitiu a separacio
completa das linhagens de E. coli de origem avidria, bovina e humana. As varidveis mais
importantes na VL1 correspondem as bandas de FT-IR 2852, 2924, 2946 e 2962 cm’! (Tabela 2).
A regido do espectro que permitiu a discriminag¢do das linhagens de E. coli de acordo com sua
origem animal é descrita como a regido de vibragdes de estiramento dos grupos funcionais C-Hs e
C-H; com caracteristicas espectrais de cadeias de acidos graxos e outros anfifilicos de membrana
(Naumann et al., 1991). Haznedaroglu et al. (2007), utilizando perfil de dcidos graxos (FAME),
encontraram alguns marcadores especificos para diferentes origens de E. coli (bovina, esgoto,
suina, avidria, cérregos e animais selvagens). Esses 4dcidos graxos podem desempenhar um papel
importante nas relagdes microrganismo-hospedeiro. Sendo assim, as bandas nessa regiao do

espectro sao boas candidatas a marcadores fenotipicos de E. coli de diferentes hospedeiros.

Tabela 2. Correspondéncia, segundo Chalmers e Griffiths (2002), das bandas mais importantes

na construcdo do modelo PLS-DA.

Numero de onda (cm'l) Correspondéncia
C-H estiramento simétrico de CH, em

2852 . .

acidos graxos

2924, 2946 C-H estiramento assimétrico de CH,
C-H estiramento assimétrico de CHz em

2960 . .

acidos graxos
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BOX-PCR

Foram analisadas 51 linhagens de E. coli por BOX-PCR. Trés linhagens de galinha nao
produziram um perfil de bandas e foram excluidas das andlises de BOX-PCR. O perfil de bandas
de 20 linhagens de humanos, 15 de bois e 13 de galinhas foram comparados utilizando o
coeficiente de similaridade de Jaccard e o método de agrupamento UPGMA no software
GelCompar II. A Figura 5 mostra o dendrograma obtido. Os coeficientes de similaridade
variaram de 14,47% a 100%. A estrutura do dendrograma foi complexa, sendo possivel observar

diversos grupos.
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Figura 5. Dendrograma obtido com o coeficiente de similaridade de Jaccard e método de

agrupamento UPGMA dos perfis de banda de BOX-PCR. Em verde estdo as linhagens de E. coli
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de origem humana, em vermelho estdo as linhagens de E. coli de origem avidria e em azul estdao

as linhagens de E. coli de origem bovina.

A andlise discriminante Jackknife foi realizada a fim de se avaliar a taxa de classificacao
correta obtida por BOX-PCR na predicao da origem animal dessas linhagens de E. coli. A Tabela
1 mostra a porcentagem de linhagens de E. coli classificadas em cada origem. A taxa global de
classificac@o correta foi de 77,92%, ou seja, 77,92% das linhagens de E. coli analisadas foram
corretamente classificadas de acordo com sua origem animal. As linhagens de origem avidria
apresentaram uma TCC de 93,75%, as linhagens de origem boviana apresentaram um TCC de
80% e as linhagens de origem humana apresentaram uma TCC de 60%. Aproximadamente 35%
das linhagens de origem humana foram classificadas como de origem avidria e 5% como de
origem bovina. A TCC obtida neste trabalho com o BOX-PCR ¢ similar a algumas encontradas

na literatura (Somarelli et al., 2007; Hassan et al., 2007).

Tabela 1. Classificagdo das linhagens de E. coli estimada pela andlise Jackknife usando as

similaridades médias®.

Origem Humana Aviaria Bovina
Humana 60 0 6.67
Avidria 35 93,75 13,33
Bovina 5 6.25 80

* Os valores sdo apresentados em porcentagem. Valores em negrito representam a taxa de

classificagdo correta para cada origem. A taxa global de classificacd@o correta foi 77,92%.
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Comparacao entre BOX-PCR e FT-IR

Existem diversos fatores do hospedeiro que podem selecionar a microbiota intestinal,
como por exemplo, o sistema imune, a temperatura corpdrea, a dieta e outras caracteristicas
bioquimicas, fisioldgicas e comportamentais (Apajalahti, 2005). O uso de algumas caracteristicas
fenotipicas pode ser mais vantajoso para diferenciar E. coli de diferentes hospedeiros, uma vez
que foi observado que alguns perfis genotipicos sdo mais varidveis do que alguns perfis
fenotipicos (Houser et al., 2008). Recentemente, Grasselli et al. (2008) mostraram evidéncias de
transferéncia horizontal de genes entre E. coli comensal de origem humana e ndo humana, o que
também pode dificultar o rastreamento de contaminacdo fecal por métodos genotipicos.

Os métodos genotipicos, como o BOX-PCR, dependem menos das condicdes de cultivo
do que a técnica de FT-IR. Entretanto, a reprodutibilidade do BOX-PCR ¢ influenciada por um
grande nimero de passos de protocolo e as intensidades das bandas podem variar muito, o que
dificulta a interpretacdo e anélise dos perfis. J4 a técnica de FT-IR é simples, apesar da grande
necessidade de padronizagdes e dos complexos processamentos de dados (Mouwen et al., 2005).
A principal vantagem da espectroscopia FT-IR € a grande amplitude do nivel de discriminacdo da
técnica, que pode ser utilizada para discriminar bactérias de diferentes géneros (Alexandrakis et
al., 2008), espécies (Lamprell et al., 2006) e linhagens de uma mesma espécie (Gilbert et al.,
2009). Sendo, portanto possivel ajustar o modelo ao nivel de discriminacdo necessério, apenas
mudando a regido do espectro analisada e as andlises multivariadas aplicadas. Além disso, apds a
constru¢do do banco de linhagens, a identificacdo bacteriana por FT-IR € possivel mesmo em
culturas mistas e em amostras liquidas, e o cultivo ndo € necessdrio (Rodriguez-Saona et al.,

2001, Rodriguez-Saona et al., 2004). Outra vantagem é que aparentemente, os perfis de BOX-
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PCR s3o mais varidveis do que os perfis bioquimicos de FT-IR e, essa maior diversidade reflete
na necessidade de um banco de linhagens muito maior para BOX-PCR (USEPA, 2005).

Este € o primeiro trabalho que usa espectroscopia FT-IR para discriminar E. coli de
diferentes hospedeiros. Os resultados obtidos sdo animadores e indicam que esta poderd ser uma

boa técnica para estudos de rastreamento de fonte de contaminagao fecal.
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CONCLUSOES

- A distribuica@o dos grupos filogenéticos de E. coli diferiu entre os hospedeiros analisados.

- Essa diferenca pode ser utilizada na predi¢ao da fonte principal de contaminag¢ao de um corpo

hidrico. Essa é uma abordagem rédpida, barata e que pode direcionar estudos com técnicas com

maior resolucao, mais caras e laboriosas.

- Os métodos de BOX- e (GTG)s-PCR nao apresentaram uma boa eficiéncia na identificacdo da

fonte de contaminacao fecal, pois os perfis obtidos apresentaram grande variabilidade.

- Os métodos de perfis genotipicos analisados sdo laboriosos, requerem muitas padronizacoes e

apresentam baixa taxa de classificagdo correta, o que pode limitar seu uso em estudos de

rastreamento de fonte microbiana. Entretanto, sdo bons marcadores de variabilidade genética.

- Aparentemente as linhagens de esgoto formaram um grupo distinto, sugerindo que este

ambiente pode ser o habitat primario de muitas delas.

- As diferencas entre os espectros obtidos por FT-IR puderam ser observadas com o uso de

analises estatisticas multivariadas.

- Os perfis de FT-IR apresentaram menor variabilidade que os perfis genotipicos.
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- A espectroscopia FT-IR é uma técnica rdpida, robusta, barata apds a aquisi¢do do equipamento

e independente de cultura apds a criagao do banco de linhagens.

- Apesar dos resultados apresentados serem preliminares, a espectroscopia FT-IR é uma técnica

promissora para futuros estudos de rastreamento de fonte microbiana.
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