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RESUMO

O Queijo Minas Artesanal Canastra (QMAC) é um patriménio cultural e econémico de
Minas Gerais, produzido tradicionalmente com leite cru. Alguns empreendimentos dependem de
agua de mananciais para higienizacdo de utensilios e manipulagdo do queijo, o que representa
risco de contaminagdo microbiologica para o produto. Cepas da bactéria Escherichia coli podem
apresentar genes de viruléncia que conferem potencial patogénico, incluindo toxinas associadas a
diarreias e a quadros graves, como sindrome hemolitico-urémica. Além disso, a E. coli ¢
amplamente utilizada como indicador classico de contaminacgdo fecal do leite e de derivados
lacteos. Este estudo avaliou 160 isolados geneticamente distintos de E. coli obtidos de 12
mananciais utilizados por produtores de QMAC localizados no entorno do Parque Nacional da
Serra da Canastra, com o objetivo de verificar a presenga dos genes de viruléncia: stx/, stx2, cdlt,
estl e elt4. Os resultados mostraram baixa prevaléncia de genes de viruléncia: gene estl (11,9%),
cdt (5,6%) e apenas um registro para stx1 (0,6%). Os genes stx2 e eltA ndo foram detectados em
nenhum dos 160 isolados avaliados. Apesar da baixa prevaléncia, a presenca de genes associados
a producao de toxinas evidencia a circulacdo de cepas com potencial patogé€nico nos mananciais
avaliados, reforcando a necessidade de monitoramento continuo da qualidade da agua e de
melhorias nas praticas do manejo hidrico na produ¢do do QMAC. Os resultados também
demonstram que os critérios microbiologicos vigentes, baseados apenas na contagem de
coliformes, ndo contemplam a avaliacdio do potencial de viruléncia das cepas presentes,

reforgando a necessidade constante de revisdo de protocolos e legislagdes.

Palavras-chave: Escherichia coli. Coliforme. Mananciais. Genes de Viruléncia.



ABSTRACT

The Canastra Artisanal Minas Cheese (QMAC) is a cultural and economic heritage of the
state of Minas Gerais, traditionally produced from raw milk. Some production units rely on spring
water for utensil sanitation and cheese handling, which represents a potential risk of
microbiological contamination of the product. Strains of the bacterium Escherichia coli may
harbor virulence genes that confer pathogenic potential, including toxins associated with diarrheal
diseases and severe conditions such as Hemolytic Uremic Syndrome; moreover, E. coli is widely
used as a classical indicator of fecal contamination in milk and dairy products.This study
evaluated 160 genetically distinct E. coli isolates obtained from 12 springs used by QMAC
producers located in the surroundings of the Serra da Canastra National Park, with the objective of
investigating the presence of the virulence genes stx/, stx2, cdt, estl, and eltA. The results showed
a low prevalence of virulence genes: est/ (11.9%), cdt (5.6%), and only a single detection of stx/
(0.6%). The stx2 and elt4 genes were not detected in any of the 160 isolates analyzed. Despite the
low prevalence, the detection of genes associated with toxin production indicates the circulation of
strains with pathogenic potential in the evaluated water sources, reinforcing the need for
continuous monitoring of water quality and for improvements in water management practices in
QMAC production. The findings also demonstrate that current microbiological criteria, based
solely on coliform counts, do not address the assessment of the virulence potential of the strains

present, underscoring the ongoing need to revise monitoring protocols and regulatory frameworks.

Keywords: Escherichia coli. Coliforms. Water sources. Virulence genes.
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1 INTRODUCAO

1.1. Contextualizacio

Os microrganismos patogénicos sdo organismos capazes de causar doengas em seres
humanos e animais, sendo encontrados em diversos ambientes, como agua, solo, alimentos e
superficies. Entre os principais grupos estdo bactérias, virus, fungos e protozodrios, muitos dos
quais se disseminam com facilidade por meio de praticas inadequadas de higiene e saneamento
basico (MENDOZA et al., 2011). A presenca desses microrganismos em ambientes naturais,
especialmente em fontes de dgua, representa uma ameaga a satide publica, principalmente quando
essa agua ¢ utilizada para consumo humano ou em processos de producao de alimentos (PANDEY
etal., 2014).

As bactérias patogénicas tém se destacado por sua resisténcia as condigdes ambientais
adversas e por sua capacidade de adquirir genes de viruléncia, aumentando o potencial de causar
infeccdes (NUNES, 2017). Dentre essas bactérias, destaca-se a Escherichia coli (E. coli), que,
embora faga parte da microbiota intestinal de humanos e animais de sangue quente, possui cepas
com potencial patogénico (GWIMBI et al, 2019). A E. coli ¢ uma bactéria indicadora de
contaminagdo fecal utilizada em andlises microbioldgicas de agua e alimentos. Embora muitas
cepas sejam inofensivas, outras sdo capazes de produzir toxinas, que estdo associadas a quadros
clinicos severos, como diarreia sanguinolenta e a sindrome hemolitico-urémica (CHAPMAN et
al., 2006).

A 4agua ¢ um veiculo comum de transmissdo de microrganismos, especialmente em
cenarios onde a infraestrutura de saneamento basico ¢ limitada ou inexistente (GWIMBI et al.,
2019). Em éareas rurais, ¢ frequente o uso de mananciais em que cada produtor rural adota
procedimentos proprios na gestdo dos efluentes, muitas vezes sem padronizacdo e conhecimento
técnico, podendo resultar na introducdo de microrganismos potencialmente patogénicos em
ambientes associados ao seu proprio processo produtivo, incluindo aqueles destinados a produgao
artesanal de alimentos (DIAMANTE, 2023).

De acordo com a Unesco (2024), o Modo de Fazer o Queijo Minas Artesanal representa
um patrimdénio cultural, histérico e economico de Minas Gerais. O Queijo Minas Artesanal
Canastra (QMAC), produzido por métodos tradicionais e com leite cru, possui certificacdo de
origem e valorizacdo no mercado nacional e internacional. No entanto, a qualidade da agua

utilizada para higienizagdao dos utensilios, das maos dos produtores e para a manipulagdo direta do
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queijo ¢ um ponto de vulnerabilidade desta cadeia produtiva, podendo comprometer tanto a
seguranca do alimento quanto a imagem da producdo artesanal brasileira. Assim, este trabalho
busca responder a seguinte pergunta: as E. coli encontradas nas aguas utilizadas na produgdo do
Queijo Minas Artesanal Canastra tém genes de viruléncia que possam representar risco a
seguranga do alimento e a saude publica? Ao trazer essa questdo, o estudo apresenta uma
contribuicdo inédita, por ser o primeiro a investigar a patogenicidade de E. coli presentes em
mananciais da Serra da Canastra, ajudando a ampliar o entendimento e o cuidado sanitario na

cadeia produtiva do QMAC.

1.2 Justificativa

Este trabalho esta centrado na investigacdo do potencial patogénico de cepas de E. coli
isoladas a partir de amostras de dgua obtidas em 12 mananciais localizados no entorno do Parque
Nacional da Serra da Canastra (Parna Canastra), Minas Gerais. Esses mananciais sdo utilizados
como fonte de agua por queijarias artesanais dessa regido produtora do tradicional QMAC, sendo
a qualidade da 4gua utilizada nas etapas de producdo um componente essencial para a seguranga
microbioldgica do produto final e para a preservagdo da satde dos consumidores. Dessa forma, o
presente estudo busca identificar riscos relacionados a presenca de E. coli com potencial
patogénico na agua dos mananciais que ¢ utilizada nos processos de produgdo do Queijo Canastra.
Para isso, realizou-se uma triagem molecular de genes relacionados a producao de toxinas nas
bactérias portadoras. Os dados gerados neste trabalho podem ser uteis para apoiar politicas
publicas de vigilancia sanitaria, contribuindo para a promog¢ao da seguranc¢a alimentar.

Além de proteger a saude dos consumidores, o presente estudo oferece maior seguranca
aos produtores artesanais e contribui para a valorizagdo do QMAC. A contaminagdo por
microrganismos patogénicos associada ao uso da dgua nao tratada pode comprometer ndo apenas a
saude publica, mas também a reputacdo de produtos tradicionais. A adocdo de medidas
preventivas baseadas em evidéncias cientificas fortalece a confianga do consumidor e promove a

valorizag¢ao dos produtos regionais no mercado.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral
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Avaliar se isolados de Escherichia coli, obtidos de 12 mananciais que abastecem
propriedades rurais produtoras de Queijo Minas Artesanal Canastra (QMAC), localizados no
entorno do Parque Nacional da Serra da Canastra, em periodos sazonais (seco e chuvoso),

apresentam potencial genético para causar doencas, por meio da deteccao de genes de viruléncia.

1.3.2 Objetivos especificos

e Identificar isolados de E. coli pertencentes a cole¢do taxondmica do Laboratério de
Biologia Molecular do IFMG - Campus Bambui com diferentes perfis genéticos,
estruturando uma amostra de 80 isolados geneticamente distintos no periodo seco ¢ 80 no
periodo chuvoso;

e Realizar a triagem molecular (deteccdo presenga/auséncia) dos genes de viruléncia: stx/
(que codifica a Toxina de Shiga 1); stx2 (que codifica a Toxina de Shiga 2); cdt (que
codifica a Toxina Distensora Citoletal); est/ (que codifica a Enterotoxina termoestavel 1);
estA (que codifica a Enterotoxina termo-1abil);

e Investigar potenciais padroes de distribui¢dao (sazonal e/ou por manancial) dos isolados de
E. coli portadores de genes de viruléncia com o objetivo de identificar possiveis causas e

pontos de maior risco de contaminagdo microbiologica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Serra da canastra

A Serra da Canastra localiza-se no sudoeste do estado de Minas Gerais, sendo formada por
um conjunto de serras, abrangendo o Parque Nacional da Serra da Canastra (Parna Canastra). Esta
unidade foi criada em 1972 pelo Decreto-Lei n.° 70.355, que, segundo a Unido Mundial,
representa uma estratégia eficaz para garantir o acesso dos nossos descendentes aos bens materiais
e espirituais. Além disso, a criagao do parque assegura a protecdo da nascente historica do Rio Sao
Francisco, que ¢ o maior rio totalmente brasileiro, com mais de 2.800 km de extensdo. Os
municipios que fazem parte desse complexo de serra sdo: S3o Roque de Minas, Sacramento,
Delfinopolis, Vargem Bonita, Sdo Jodo Batista do Gloria, Capitolio, entre outros (CANDIDO,
2022).

Em razdo da relevancia histdrica, cultural e socioeconomica do Queijo Minas Artesanal da
Canastra, diferentes instituigdes passaram a atuar no reconhecimento e na regulamentag¢ao de sua
area de producdo. Nesse contexto, a Empresa de Assisténcia Técnica e Extensao Rural do Estado
de Minas Gerais (EMATER-MG), em articulagdo com o Instituto Mineiro de Agropecudria
(IMA), por meio da Portaria n.° 1.810, de 24 de abril de 2018 e com a Associacao dos Produtores
do Queijo Canastra (APROCAN), reconheceu oficialmente a Regido do Queijo da Canastra. Essa
regido compreende oito municipios cadastrados como produtores auténticos do Queijo Minas
Artesanal da Canastra (QMAC): Bambui, Delfindpolis, Medeiros, Piumhi, Sio Roque de Minas,

Tapirai, Vargem Bonita e Sao Jodo Batista do Gloria, conforme indicado na Figura 1.
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Figura 1 - Regides reconhecida como produtoras do QMAC

"RE6IA DA SERRA

; DA CANASIRA
1. Tapirai
2. Bambui
3. Medeiros

4. S3o Roque de Minas
5. Vargem Bonita

6. Piumhi

7. Delfinopolis

Fonte: Adaptada de Dupin (2020).
Legenda: Localizacdo dos 8 municipios reconhecidos como produtores do QMAC, faltando apenas Sdo Jodo
Bastista do Gloria, localizado entre Vargem Bonita e Delfindpolis .

De acordo com Diamante (2023), na Serra da Canastra, a producdo de queijo artesanal ¢
majoritariamente realizada por pequenos empreendimentos rurais, tendo a agricultura familiar
como principal fonte de renda. A maioria dessas pequenas propriedades pratica a pecuaria leiteira
em baixa escala para abastecer suas queijarias, que geralmente se localizam na propria fazenda e
empregam mao de obra familiar. E comum que grande parte desses empreendimentos rurais utilize
as nascentes ¢ os pequenos cursos d’agua, formados nas propriedades, como principal fonte de

agua para todo o empreendimento e consumo residencial.

3.1.1 Producdo de Queijo

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), obtidos no Censo Agropecuario de 2017, no Brasil existem 175.198
estabelecimentos agroindustriais voltados para a produ¢do de queijo e requeijao,
dos quais 143.921 pertencem a agricultura familiar. Entre as Unidades da
Federacao, Minas Gerais se destaca como o estado com o maior nimero de

estabelecimentos desse setor, contabilizando 41.652 empreendimentos, em sua



maioria de base familiar, conforme apresentado na Figura 2. Além disso, a Figura
3 indica que Minas Gerais também lidera o volume de producdo, alcangando
78.219 toneladas anuais de queijo e requeijao, consolidando-se como o principal

polo produtor nacional.

Figura 2 - Agroindustria Rural - N° de estab. - Queijo e requeijao
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Fonte: Censo Agropecuario (IBGE, 2017)
Legenda: Numero de estabelecimentos com agroindustria rural com producdo de queijo e requeijdo por
unidade da Federagdo do Brasil

Figura 3 - Agroindustria Rural - Quant. (t) - Queijo e requeijao
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Fonte: Censo Agropecuario (IBGE, 2017).
Legenda: Quantidade da producdo (em toneladas — t) da agroindustria rural de queijo e requeijdo por unidade da
Federagao do Brasil.
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A producdo de queijo no Brasil ¢ regulamentada por normas técnicas que estabelecem
padrdes de identidade e qualidade para garantir a seguranga alimentar e a padronizagdo dos
produtos. A Portaria MAPA n° 146, de 7 de margo de 1996, instituiu os Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidade (RTIQ) para produtos lacteos, incluindo os queijos. Essa portaria define o
queijo como o produto fresco ou maturado, obtido pela coagulacao do leite por meio de enzimas
coagulantes e posterior separagdo do soro, podendo ainda ser adicionadas substancias lacteas ou
outros ingredientes permitidos. Os regulamentos especificam as classificacdes de queijo de acordo
com os teores de umidade e gordura, estabelecendo, para cada classificacdo, os critérios
microbiologicos a serem atendidos, os aditivos autorizados ¢ os padroes de rotulagem. Essa
regulamentacdo ¢ essencial para assegurar a qualidade dos queijos produzidos no pais, seja em
escala industrial ou artesanal, e serve de base para as agdes de fiscalizacdo e inspe¢do sanitdria
realizadas pelos servigos oficiais.

Segundo Santos (2013), o processo de fabricacdo do Queijo Minas Artesanal da Canastra
(QMAC) tem inicio com a ordenha do leite bovino, que pode ser realizada de forma manual ou
mecanica. Antes da ordenha, realiza-se obrigatoriamente a higienizagdo das tetas das vacas,
utilizando-se dispositivos contendo solucao desinfetante apropriada. Em seguida, procede-se a
secagem completa das tetas com papel toalha descartavel, garantindo condigdes
higiénico-sanitarias adequadas para a obtencdo do leite. Apds a ordenha, o leite ¢ filtrado em
tecido sintético previamente lavado e desinfetado. Ressalta-se que ndo ha utilizagdo de tratamento
térmico, sendo necessario iniciar a fabricagcdo em até 90 minutos apos o término da ordenha.

Ao leite sdo adicionados o coalho e o fermento natural denominado “pingo”, caracterizado
como cultura natural. A coagulagdo ocorre em aproximadamente 40 a 50 minutos, quando se
realiza o corte da massa com o auxilio de uma pa. A mexedura ¢ feita em intervalos, favorecendo
a dessoragem, que consiste na separagdo do soro da massa. Em seguida, a massa é enformada em
formas revestidas por tecido sintético e prensada manualmente.

Na etapa seguinte, ocorre a salga, durante a qual ¢ coletado o “pingo” que servird como
fermento para a produ¢do do queijo no dia seguinte. A salga ¢ realizada primeiramente em um dos
lados do queijo e, ap6s um periodo de 6 a 12 horas, este ¢ virado para que o procedimento seja
repetido no lado oposto. Apos 24 horas, o queijo ¢ desenformado e a superficie ¢ raspada
levemente com um ralinho, a fim de proporcionar uma casca fina. Por fim, o produto ¢ disposto
em prateleiras para maturagdo, sendo virado diariamente. Dessa forma, o processo produtivo do
QMAC compreende as etapas de ordenha, filtracdo, coagulagdo, corte da massa, dessoragem,

enformagem, prensagem, salga e maturacao, conforme ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 - Etapas do processo produtivo do Queijo Minas Artesanal.

manual ou mecinica

Filtragio do leite

Fonte: Santos (2013).

Legenda: Fluxograma do processo de fabricagdo do Queijo Minas Artesanal da Serra da Canastra, desde a ordenha
até a comercializagdo.

3.1.2 Aspectos Culturais e Riscos Associados a Producdo do Queijo Minas Artesanal

A diretora e representante da Unesco no Brasil cita, na matéria “Modos de Fazer o Queijo

Minas Artesanal integram Lista do Patrimonio Cultural Imaterial da UNESCO”, em 2024, que:
“Os Modos de Fazer o Queijo Minas Artesanal simbolizam a rica diversidade cultural e os saberes
tradicionais do pais, que conectam geragdes ¢ fortalecem a identidade das comunidades locais. A

inclusdo de mais um elemento do Brasil na Lista do Patrimonio Cultural Imaterial da UNESCO
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representa também um reconhecimento de sua relevancia para o desenvolvimento econdmico,

inclusivo e sustentavel.” (MARLOVA JOVCHELOVITCH NOLETO, 2024).

A esséncia dessa producdo esta enraizada na historia, tradigdo e cultura local dos
produtores, que, por vezes, baseiam suas decisdes no conhecimento tradicional. Isso se manifesta,
por exemplo, na crenca de que a dgua € pura simplesmente por ter como origem nas nascentes e
cursos d'agua, o que pode gerar resisténcia em relagdo a adog¢do de medidas de prevencao e
controle da qualidade da agua consumida (LACERDA et al., 2009).

Essa dgua ¢ empregada em diversas etapas, desde a pecudria leiteira até o funcionamento
da agroinduastria de pequeno porte (a queijaria), incluindo a higienizacdo das instalagdes e
equipamentos. Contudo, essa dependéncia da agua da nascente, muitas vezes usada como
bebedouro para o gado sem protecao, eleva o risco de contaminagdo microbiologica da agua
destinada a producao de leite e queijo, e até para consumo humano, o que representa um desafio

para a manutencao dos padrdes de qualidade e seguranca (DIAMANTE, 2023).

3.2 Microrganismo

Os microrganismos presentes no ambiente aquatico constituem um grupo altamente
diversificado de seres vivos, desempenhando fungdes essenciais tanto do ponto de vista ecologico
quanto sanitario. Enquanto alguns participam de processos naturais de reciclagem de nutrientes e
manutencdo do equilibrio ambiental, outros podem representar sérias ameagas a satide publica.
Quando de origem fecal, esses organismos passam a atuar como contaminantes da 4agua,
transformando-se em potenciais causadores de doengas gastrointestinais de veiculacdo hidrica
(GWIMBI et al., 2019).

Grande parte desses microrganismos € constituida por bactérias com potencial patogénico,
que tém origem no trato intestinal de animais domésticos ou silvestres que circulam nas
proximidades das propriedades rurais. O acesso direto desses animais a reservatorios e nascentes,
especialmente quando utilizados como bebedouros sem prote¢do adequada, favorece a liberagao
de patdégenos no ambiente aquatico (DIAMANTE, 2023). Esse processo converte a agua em um
veiculo de transmissdo de agentes etioldgicos de doengas, ampliando o risco de surtos em
comunidades humanas que a utilizam para consumo direto ou em diferentes etapas da produgado de
alimentos, principalmente os que empregam modos artesanais de producdo (GWIMBI et al.,

2019).
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3.2.1 Microrganismo indicadores de contaminac¢do na producdo alimenticia.

De acordo com a Organizacio Mundial da Saiade (2024), mais de 200 doengas sao
causadas pela ingestdo de alimentos contaminados por microrganismos, como bactérias, virus,
fungos e parasitas, que podem estar presentes nos alimentos desde a sua origem, em decorréncia
de contaminagdo ambiental, incluindo a polui¢do da agua, do solo, do ar ou serem introduzidos em
diferentes etapas da cadeia produtiva, em razdo de praticas inadequadas de armazenamento,
manipulagdo, processamento e transporte dos alimentos. Segundo Silva e outros, (2020), os
microrganismos patogénicos sdo responsaveis por diversos surtos de doencas transmitidas por
alimentos (DTA) e suas consequéncias clinicas variam desde quadros gastrointestinais leves até
infec¢des mais graves, principalmente em individuos imunocomprometidos, criangas e idosos.

A presenga potencial de microrganismos patogénicos nos rios que abastecem as queijarias
representa um risco a seguranca do alimento, j& que a dgua utilizada na produgdo pode atuar como
veiculo de contaminagdo. Nesse contexto, a legislacao brasileira, por meio da Portaria MAPA n°
146, de 7 de margco de 1996, estabelece o Regulamento Técnico Geral para a fixacdo dos
Requisitos Microbioldgicos de Queijo, seguindo as recomendagdes da International Commission
on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF). Essa referéncia internacional estabelece
categorias de alimentos e critérios para interpretacdo de resultados microbioldgicos, permitindo
padronizar a avaliacdo da qualidade sanitaria e do risco de contaminagdo em queijos, bem como
definir os padrdes microbiologicos que devem ser atendidos.

As definigdes de classificagdo dos queijos apresentadas na legislagdo consideram o
conteido de umidade da massa, além de outras caracteristicas proprias e tecnologias de
fabricacdo. Entretanto, ndo existe uma defini¢do precisa para o QMAC, que ¢ uma diversificagdo
do Queijo Minas Artesanal (QMA). Para tal, seria necessario um padrdo técnico especifico que
estabelecesse seu teor de umidade e de matéria gorda.

De acordo com o processo de fabrica¢do descrito por Santos (2013), apresentado na se¢@o
3.1.1, conclui-se que 0 QMAC se enquadraria nas seguintes categorias:
® Queijos de média umidade (umidade entre 36,0% e 45,9%);
e Ou, dependendo do grau de dessoragem e tempo de maturagdo, poderia se
aproximar da categoria de Queijos de baixa umidade (umidade até 35,9%).
As Tabelas 1 e 2 apresentam os limites microbiologicos de coliformes estabelecidos pela

legislagdo brasileira para essas diferentes condigdes de queijos.
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Tabela 1 - Queijos de baixa umidade (umidade menor que 36%)

Microorganismos Critérios de Aceitacao Categoria ICMSF
1’1*:5 C**:z
Coliforme/grama (30°C) 5
m***=200 UFC/g M****=1.000 UFC/g
n=>5 c=2
Coliforme/grama (45°C) 5
m=100 M=500

n* = numero de unidades amostrais; ¢** = nimero maximo de unidades amostrais que podem apresentar resultados
entre m e M; m*** = valor microbiologico aceitavel; M**** = valor microbioldégico maximo permitido.

Fonte: Adaptado de Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Portaria n° 146, de 7 de margo de
1996. Regulamento Técnico Geral para a fixacdo dos Requisitos Microbioldgicos de Queijo.

Legenda: Critérios microbioldgicos para queijos de baixa umidade (umidade <36%), indicando limites aceitdveis e maximos de
coliformes totais e termotolerantes, segundo o ICMSF. n = nimero de unidades amostrais; ¢ = nimero maximo de unidades
amostrais com resultados entre m e M; m = valor microbiologico aceitavel, M = valor microbioldgico méximo permitido.

Tabela 2 - Queijos de média umidade (36% < umidade < 46%).

Microorganismos Critérios de Aceitagdo Categoria ICMSF
n=5 c=2
Coliforme/grama (30°C) 5
m=1.000 UFC/g M=5.000 UFC/g
n=5 c=2
Coliforme/grama (45°C) 5

m=100 UFC/g M=500 UFC/g

Fonte: Adaptado de Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Portaria n® 146, de 7 de
marco de 1996. Regulamento Técnico Geral para a fixacdo dos Requisitos Microbioldgicos de Queijo.

Legenda: Critérios microbioldgicos para queijos de média umidade (36% < umidade < 46%), indicando limites
aceitaveis e maximos de coliformes totais e termotolerantes, segundo o ICMSF. n = niimero de unidades amostrais;
¢ = numero maximo de unidades amostrais com resultados entre m e M; m = valor microbiologico aceitavel; M =
valor microbioloégico maximo permitido.

Embora esses parametros sejam fundamentais para garantir a qualidade sanitaria do
produto, ¢ importante destacar que eles nao contemplam a presenca de fatores de viruléncia, os
quais podem estar associados a cepas especificas de microrganismos. Nesse contexto, a
Escherichia coli, bactéria com potencial patogénico classificada como coliforme, pode apresentar
cepas portadoras de genes de viruléncia, mesmo quando detectada em quantidades dentro dos

limites permitidos por lei, representando risco para o consumidor final.
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3.2.2 Bactérias patogénicas

O principal grupo envolvido em surtos alimentares ¢ constituido por bactérias patogénicas
(OLIVEIRA, 2010), ja que diversos fatores influenciam na sua proliferacdo conforme apresentado
no topico 3.2, incluindo o descongelamento inadequado, preparacdo com excessiva antecipacao,
alimentos mantidos a temperatura ambiente, condi¢des que favorecem a proliferacdo desses
microrganismos.

Além da facilidade de proliferacio em condi¢des inadequadas de manipulagdo e
armazenamento, as bactérias patogénicas podem causar uma variedade de danos a saude humana,
que vao desde gastroenterites leves até infec¢des graves, dependendo da espécie, da carga
microbiana ingerida e da suscetibilidade do consumidor. Esses microrganismos produzem toxinas
ou desencadeiam processos infecciosos que resultam em sintomas como diarreia, nauseas,
vomitos, febre e dores abdominais, podendo evoluir para quadros mais severos, como desidratagao
intensa, septicemia ou complicagdes neurologicas, especialmente em grupos vulneraveis, como
criangas, idosos e individuos imunocomprometidos (OLIVEIRA, 2010; SEIXAS, 2020).

Para Gongalves (2002), alguns géneros de bactérias patogé€nicas apresentam grande
relevancia em contextos sanitarios e epidemioldgicos. Entre eles, destacam-se Escherichia e
Enterobacter, pertencentes a familia Enterobacteriaceae e classificados como coliformes devido a
capacidade de fermentar agucares, resultando na produgdo de 4cidos orgénicos, etanol, didxido de
carbono e hidrogénio. Por outro lado, os géneros Salmonella e Shigella, embora nao sejam
considerados coliformes, também integram essa familia e compartilham diversas caracteristicas
morfoldgicas e bioquimicas tipicas das enterobactérias, o que refor¢a sua importancia no

diagnostico e na vigilancia de doengas transmitidas por alimentos.

3.2.3 Agua como veiculo de transmissao e avaliacdo microbioldgica na producdo de alimentos

A 4gua ¢ amplamente utilizada na industria de alimentos em processos como lavagem de
matérias-primas, higienizacdo de equipamentos, manipulagdo, preparo e até mesmo como
ingrediente na formulagdo de produtos. Entretanto, quando apresenta qualidade microbioldgica
insatisfatoria, torna-se um importante veiculo de transmissdo de microrganismos (SILVA et al.
2010).

As bactérias patogénicas sdo as principais responsaveis por surtos alimentares e, em

grande parte, também estdo associadas a microrganismos indicadores de contaminac¢do da agua,
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como os coliformes totais, coliformes termotolerantes e enterococos. De acordo com Silva e
outros (2010), esses indicadores ndo sdo necessariamente patogénicos; entretanto, sua presenga
evidencia falhas no tratamento e na distribuicdo da agua, além de indicar o risco de ocorréncia de
cepas com potencial patogénico.

Na producdo de alimentos, a utilizagdo de agua contaminada pode comprometer a
qualidade higiénico-sanitaria dos produtos, elevando o risco de DTA e resultando em prejuizos
econdmicos, rejeicdo pelo consumidor e infragdes as normas de seguranca alimentar. Por isso, a
legislagdo brasileira, como a Portaria GM/MS n° 888/2021, define os padrdes de potabilidade da
agua. De acordo com o Anexo I desta portaria, o padrao bacteriologico da adgua destinada ao
consumo humano baseia-se na auséncia de microrganismos indicadores de contaminagdo fecal,
como E. coli (que deve estar ausente em 100 mL de amostra de 4gua), além de pardmetros que

indicam a eficiéncia do tratamento, como as contagens toleradas de coliformes totais.

3.2.4 Genes de viruléncia

Para determinar se um microrganismo indicador de contaminagdo possui potencial
patogénico, ¢ essencial que ele possua genes de viruléncia, que correspondem a segmentos do
material genético que codificam fatores responsdveis por aumentar sua capacidade de colonizar o
hospedeiro, evadir ou modular a resposta imune e causar danos aos tecidos. Em outras palavras,
sdo determinantes moleculares que diferenciam cepas patogénicas de cepas comensais ou
ambientais (OCHMAN, 2001).

De acordo com Abdulateef e colaboradores (2023), um gene de viruléncia pode ser
classificado em quatro grupos principais: (1) fatores de adesdo: permitem que a bactéria se fixe as
células hospedeiras ou a matriz extracelular, favorecendo a colonizacdo. Podem ser proteinas,
como pili e fimbrias, ou componentes ndo proteicos, como lipopolissacarideos e céapsulas; (2)
fatores de invasdo: permitem a entrada e multiplicacdo dentro das células hospedeiras, incluindo
proteinas efetoras, sistemas de secrecdo e estruturas como flagelos que auxiliam a motilidade; (3)
fatores de toxinas: causam danos aos tecidos do hospedeiro e contribuem para a doenca. Podem
ser endotoxinas, como lipopolissacarideos (LPS), ou exotoxinas, incluindo citotoxinas,
superantigenos e toxinas de membrana; (4) fatores de evasdo imunoldgica: permitem que as

bactérias evitem ou neutralizem as defesas imunolédgicas do hospedeiro.
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3.3 Escherichia coli

A Escherichia coli ¢ uma espécie bacteriana de grande importancia, tanto como ferramenta
de biotecnologia, atuando como hospedeira para manipulagdes de DNA recombinante, quanto
como um dos patogenos transmitidos por alimentos mais conhecidos. Embora nem todas as suas
cepas causem doengas, sua presenca ¢ frequentemente utilizada como um indicador de potencial

contaminagao fecal (BATT, 2014; SILVA et al,, 2012)

3.3.1. Descricdo geral do grupo

A capacidade de algumas cepas de Escherichia coli em causar doengas foi reconhecida ja
no inicio do século XX, sendo a diarreia infantil uma das primeiras enfermidades atribuidas a esse
microrganismo, que também pode habitar normalmente o intestino de diversos animais de sangue
quente (BATT, 2014). Além do trato intestinal, E. coli pode ser isolada em diferentes ambientes,
como solos e plantas (MADIGAN et al., 2010), e ainda esta presente em produtos como iogurtes,
cervejas, queijos, entre outros, nos quais ¢ considerada um indicador de contaminagao, devido ao
seu potencial risco sanitario para o consumidor final (MARTINS; REIS, 2012; TORTORA et al,,
2010).

Trata-se de um bastonete Gram-negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae, que faz
parte do grupo dos coliformes termotolerantes, sendo considerado o seu principal representante
(SILVA et al., 2010). Além disso, E. coli é caracterizada por ser oxidase-negativo e capaz de
crescer utilizando fontes simples de carbono, como glicose e acetato, fermentando hexoses para
produzir uma mistura de acidos e didxido de carbono (BATT, 2014). Sua mobilidade é conferida

por flagelos, que também desempenham papel importante em sua classificacdo (ORSKOV, 1977).

3.3.2. E. coli como agente de Foodborne diseases

A ingestao de alimentos contaminados com cepas patogénicas de Escherichia coli pode
desencadear diferentes formas de DTA (BATT, 2014). Essas cepas sdo classificadas em distintas
categorias patogénicas, cada uma com padrdes proprios de doenca e fatores de viruléncia
(MADIGAN et al., 2010). Os fatores de viruléncia sdo componentes essenciais que permitem as

bactérias estabelecer infec¢des, superar as defesas do hospedeiro e causar doengas

(ABDULATEEF et al., 2023).
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A E. coli enteropatogénica (EPEC), por exemplo, estd frequentemente associada a diarreia
infantil, pois adere as células da mucosa intestinal, provocando lesdes e diarreia mesmo sem a
producdo de enterotoxinas. Ja a E. coli enteroinvasiva (EIEC) causa quadros graves ao invadir a
parede intestinal e disseminar-se entre as células, de maneira semelhante a Shigella, levando a
processos inflamatorios intensos (MADIGAN et al., 2010).

A E. coli enterotoxigénica (ETEC), por sua vez, ¢ uma das principais responsaveis pela
chamada “diarreia do viajante”, afetando especialmente jovens e idosos. Sua patogenicidade esta
associada a producdo de enterotoxinas termoestaveis e termolabeis, que desencadeiam diarreia
aquosa, geralmente sem febre (MADIGAN et al., 2010; BATT, 2014). Em contraste, a E. coli
entero-hemorragica (EHEC) representa uma das formas mais graves de infec¢ao, podendo evoluir
para colite hemorragica e sindrome hemolitico-urémica (SHU), quadro marcado por anemia
hemolitica, trombocitopenia (redu¢do do numero de plaquetas) e insuficiéncia renal aguda, com
risco de sequelas permanentes ou até morte. Outro grupo relevante € a E. coli enteroagregativa
(EAggEC), caracterizada pela adesdo as células e associacdo com episddios de diarreia aguda e
persistente (BATT, 2014).

Outros patotipos também apresentam relevancia clinica e epidemiologica. A E. coli
difusamente aderente (DAEC) adere de forma difusa as células intestinais, estando associada a
diarreia em criangas pequenas. A E. coli aderente-invasiva (AIEC) ¢ capaz de aderir e invadir
células intestinais, sobrevivendo em macrofagos, e tem sido relacionada a doencas inflamatorias
intestinais, como a Doenca de Crohn (doenga inflamatdria cronica que pode afetar qualquer parte
do intestino). A E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) ¢ responsavel por infec¢des fora do
intestino, incluindo infecgdes urinarias, meningite e septicemia (infec¢do na corrente sanguinea).
Ja a E. coli necrotoxica (NTEC) produz toxinas que provocam necrose celular, podendo causar
quadros de diarreia grave (CHAPMAN, T. A. et al., 2006; BATT, 2014; PAKBIN et al., 2021).

Os surtos de doengas transmitidas por E. coli sao documentados desde a década de 1940,
sendo a cepa O157:H7 uma das mais frequentemente. Alimentos como carne moida, dgua, saladas
de vegetais e cidra de maga ja estiveram associados a casos relevantes (BATT, 2014). Em outubro
de 2024, a Food and Drug Administration (FDA) e o Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) identificaram um surto de E. coli O157:H7 vinculado ao consumo de cebolas fatiadas
utilizadas em hamburgueres Quarter Pounder do McDonald's, o que levou a um recall voluntério

de lotes de cebolas amarelas pela empresa Taylor Farms (FDA, 2024).
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3.3.3. Genes de viruléncia em E. coli

Os fatores de viruléncia, descritos no topico 3.2.4, sdo essenciais para a capacidade
bacteriana de causar doengas, e sua presenca pode afetar a gravidade e a progressao da infec¢ao
(ABDULATEEF et al, 2023). Esses fatores sdao codificados por genes, frequentemente
organizados em operons e regulados por fatores transcricionais responsivos a sinais ambientais, ou
seja, o microrganismo pode apresentar potencial patogénico sem expressa-lo continuamente
(OCHMAN, 2001).

O ANEXO A apresenta os principais genes de viruléncia dos patotipos entéricos de
Escherichia coli, organizados em quatro categorias funcionais: Colonizagdo que se refere a genes
que permitem a bactéria aderir e se fixar as células intestinais; Aptiddo ou fitness que engloba
genes que favorecem a sobrevivéncia e a competi¢do no ambiente intestinal; Toxinas capazes de
danificar células do hospedeiro; e Efetores, que incluem genes que produzem proteinas secretadas
capazes de manipular respostas celulares do hospedeiro. Essa organizagdo facilita a compreensao
de como diferentes combinagdes de genes contribuem para os padrdes de doenga observados em
cada patotipo.

No estudo, foram analisados genes de relevancia clinica e epidemiologica, incluindo a
Toxina Shiga 1 e 2 (stx/ e stx2), responsaveis por severas manifestacdes clinicas associadas a F.
coli produtora de Shiga toxina; a Toxina Distensora Citolethal (cdf), que interfere no ciclo celular
e promove distensdo e morte celular; a Enterotoxina termoestavel 1 (est/), associada a diarreia
aquosa; e a Enterotoxina termo-labil (eltA), cuja agdo esta relacionada a secrecao de fluidos
intestinais. Esses genes foram selecionados por sua importancia na caracterizagdo do potencial

patogénico das cepas avaliadas.

3.3.3.1 Toxina Shiga 1

A Toxina Shiga 1, codificada pelo gene stx/, também chamada de verotoxina ou toxina
Shiga-like, ¢ uma toxina produzida por algumas cepas de E. coli, conhecidas como
enterohemorragicas (EHEC) ou shigatoxigénicas (STEC). Essa toxina ¢ muito semelhante aquela
produzida pela bactéria Shigella dysenteriae tipo 1 (RIGOBELO et al., 2006; MELO, 2006;
BATT, 2014).
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A proteina Stx1 ¢ formada por uma parte maior, chamada subunidade A, representada em
vermelho na Figura 5, responsavel pelo o efeito toxico, e por cinco partes menores, denominadas
subunidades B representada em azul na Figura 5, que auxiliam na ligacdo da toxina as células dos
rins, plaquetas e globulos vermelhos. Apos a entrada da toxina na célula, a subunidade A ¢ ativada

e provoca os danos caracteristicos da infeccao (BATT, 2014; PAKBIN et al., 2021).

Figura 5 - Toxina Shiga

Fonte: USP (2025) apud Wikipedia
Legenda: Representacdo estrutural da toxina Shiga, evidenciando em vermelho a subunidade A ¢ em azul a
subunidade B.

3.3.3.2 Toxina Shiga 2

A toxina Shiga 2 codificada pelo gene stx2, também conhecida como verotoxina ou toxina
Shiga-like II, ¢ produzida por determinadas cepas de Escherichia coli, as quais sdo classificadas,
assim como as que produzem a toxina proteica Stx1, como enterohemorragicas (EHEC) ou
produtoras de toxina Shiga (STEC) (PATON & PATON, 1998; NATARO & KAPER, 1998).

A estrutura da proteina Stx2 ¢ muito semelhante a da Stx1: possui uma subunidade A,
responsavel pela atividade toxica, e cinco subunidades B, que ajudam a toxina a se ligar a
receptores especificos nas células humanas, como as células dos rins, plaquetas e globulos
vermelhos. Apos essa ligacao, a subunidade A ¢é internalizada e passa a exercer sua acao toxica,

resultando em danos celulares caracteristicos (BATT, 2014; PAKBIN et al., 2021).
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A Stx2 estd fortemente associada a quadros graves em humanos, como diarreia
sanguinolenta, Colite Hemorragica (CH) e Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), podendo levar a
insuficiéncia renal. Cepas que produzem apenas Stx2 estdo mais ligadas a complicagdes severas
do que aquelas que produzem apenas Stxl, em parte porque o gene stx2 tende a ser mais
ativamente expresso durante a infeccao. Além disso, a dose infecciosa € muito baixa: menos de
100 bactérias podem causar quadros graves de doenca (RIGOBELO et al., 2006; BATT, 2014;
PAKBIN et al., 2021).

3.3.3.2.1 Mecanismo de agdo das toxinas Shiga (Stxs)

Segundo Kim et. al (2020), os surtos de STEC estdo frequentemente associados a
reservatorios animais € ao consumo de alimentos contaminados, as toxinas Shiga (Stxs) podem
atravessar a barreira intestinal por dois caminhos: pela captagdo e transcitose em células M ou
pelo transporte paracelular. Ao alcancar a submucosa, essas toxinas ativam células da imunidade
inata, como neutrofilos e monocitos, que passam a atuar como “veiculos” para leva-las a corrente
sanguinea. Além disso, a ativacdo dessas células estimula a producdo local de citocinas
pro-inflamatorias, intensificando a lesdo nos tecidos. Finalmente, as toxinas alcancam as células
endoteliais glomerulares e as células epiteliais tubulares renais, ambas com alta densidade do
receptor Gb3. Esse processo causa danos renais, o principal alvo da toxina, e pode evoluir para a

sindrome hemolitico-urémica SHU associada a diarreia.
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Figura 6 - Mecanismo de acao das toxinas Shiga (Stxs) em infec¢des por STEC

Ingesting STEC-contaminated
. Bloodstream transport of Stxs to the kidney

i» y U «@Eg“ﬁ

Fonte: KIM et al., 2020.
Legenda: As toxinas atravessam a barreira intestinal, alcancam a corrente sanguinea e atingem os rins, principal
orgdo-alvo associado a sindrome hemolitico-urémica.

3.3.3.3 Toxina Distensora Citolethal

A Toxina Distensora Citolethal (CDT) ¢ codificada por um operon constituido por trés
genes (cdtA, cdtB e cdtC), cujos produtos estdo envolvidos na interrup¢do do ciclo celular
eucariotico. Os polipeptideos CdtA, CdtB e CdtC associam-se para formar um complexo proteico
funcional responsavel pela atividade da toxina CDT. As subunidades CdtA e CdtC participam da
ligacdo da toxina a superficie da célula eucariotica, facilitando a internalizacdo da subunidade
CdtB, que ¢ translocada ao nucleo celular, onde induz quebras de fita dupla no DNA. Esse dano
genotoxico compromete a integridade do epitélio intestinal, reduzindo a capacidade de absor¢ao
de 4dgua e nutrientes e favorecendo a ocorréncia de fezes mais liquidas (SHIMA et al., 2012).

Esta toxina foi identificada a primeira vez em Escherichia coli em 1987 e € encontrada em
diversos patotipos de E. coli (EPEC, EXPEC, NTEC, EHEC) e outras bactérias Gram-negativas,
como a Shigella dysenteriae, e possui pelo menos cinco variantes descritas em E. coli (Eccdt-I a

V) (SHIMA et al.,2012; CHAPMAN, T. A. et al., 2006).
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3.3.3.4 Enterotoxina termoestavel 1

Enterotoxina termoestavel 1 possui um mecanismo que faz com que o intestino libere mais
agua e sais do que deveria, causando diarreia. Esta enterotoxina ¢ codificada pelo gene est/ e foi
inicialmente identificada em cepas de E. coli enteroagregativa (EAggEC), que produzem uma
enterotoxina termoestavel de baixo peso molecular, detectada em modelos intestinais in vitro
(SAVARINO et al., 1991).

O gene estl nao esta restrito ao grupo EAggEC, ele foi detectado em diversas categorias
de E. coli diarreicas (EHEC, EPEC, ETEC, entre outras) e at¢ em algumas linhagens de
Salmonella, o que indica uma ampla distribuicdo entre enterobactérias. Em muitos isolados, este
gene encontra-se localizado em plasmideos conjugativos, o que explica sua disseminacdo entre
diferentes linhagens de E. coli. (PAIVA DE SOUSA & DUBREUIL, 2001).

Estudos de detec¢do molecular demonstraram a existéncia de variantes do est#/ (incluindo
formas deletadas ou com substitui¢gdes de nucleotideos), que nem todas as variantes codificam
uma proteina funcional; por tanto, a deteccdo do gene por PCR nem sempre implica expressao

funcional da enterotoxina (SILVA et al., 2014).

3.3.3.5 Enterotoxina termo-labil

A toxina termolédbil (LT-A), produzida por algumas cepas enterotoxigénicas de E. coli
(ETEC), atua interferindo no funcionamento normal das células intestinais. Quando a LT-A entra
em contato com o intestino, sua por¢do ativa estimula de forma exacerbada sistemas intracelulares
que controlam a liberacdo de agua e sais. Essa ativagdo aumenta o nimero de mensageiros
quimicos dentro da célula, fazendo com que ela passe a liberar grandes quantidades de ions,
especialmente cloro, junto com &agua, para o interior do intestino. Como o organismo nao
consegue reabsorver todo esse liquido, ocorre um acumulo de agua no lumen intestinal, resultando
em diarreia aquosa (SHEIKH et al., 2022).

Segundo Rodrigues e colaboradores (2011), existem diferentes versdes da toxina LT. Essas
variantes podem ter niveis diferentes de atividade enzimadtica e de ativagdo do sistema imune, isso
indica que mudancas genéticas no gene elt4 (responsavel por produzir a LT-A) podem influenciar

0 quanto a bactéria ¢ capaz de causar doenga e, como o corpo reage a ela.



4 MATERIAIS E METODOS

Para facilitar a compreensdo das etapas metodologicas adotadas neste estudo, foi
organizado um fluxograma, apresentado a seguir (Figura 7), contendo a sequéncia das atividades
realizadas. A Figura 7 resume o percurso metodolégico desde a coleta das amostras até as analises

laboratoriais e interpretagdo dos resultados, permitindo visualizar de forma clara e objetiva todas

as fases do processo.

Figura 7 - Fluxograma contendo a sequéncia das atividades realizadas
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especificas para cada gene de viruléncia analisado.

Fonte: Autora, (2026)

Legenda: O fluxograma demonstra o percurso metodoldgico seguido na pesquisa, indicando cada fase do trabalho,

desde os procedimentos iniciais até a etapa final de analise dos dados.



36
4.1 Contextualizacio e origem das amostras

O presente trabalho foi realizado a partir de uma amostra delineada com base na cole¢do
taxonomica de microrganismos do banco de isolados de E. coli do Laboratorio de Biologia
Molecular do IFMG - Campus Bambui. Este banco de isolados de E. coli foi constituido a partir
de amostras de 4gua coletadas por Leoncio Janio Silva Diamante, no ambito do projeto de
mestrado intitulado "IMPACTO DA PRODUCAO ARTESANAL DE QUELIOS EM
MANANCIAIS DA SERRA DA CANASTRA" desenvolvido 2023, dissertacdo apresentada no
Mestrado Profissional em Sustentabilidade e Tecnologia Ambiental do Instituto Federal de Minas
Gerais - Campus Bambui. As coletas de d4gua foram realizadas em diferentes pontos de mananciais
da Serra da Canastra, utilizados por produtores de QMAC em seu ambiente de produgao de leite e
para abastecimento da queijaria. A area de estudo definida por Diamante (2023) compreende uma
localidade situada nas proximidades do Parque Nacional da Serra da Canastra, inserida dentro da
microrregido produtora do Queijo Minas Artesanal Canastra, conforme estabelecido pela Portaria
IMA n° 694/2004. Essa regido se destaca pela presenca predominante de agroecossistemas
familiares, nos quais a produgdo do Queijo Canastra representa uma das principais atividades
econdmicas.

No delineamento experimental, foram selecionados 12 rios de pequeno porte (nomeados
como R1 a RI12), que sdo utilizados como fontes de abastecimento de agua para os
empreendimentos rurais e as agroindustrias queijeiras. Em cada um desses rios, foram definidos
pontos especificos de captacdo, totalizando 13 empreendimentos acessados. A Figura 8 apresenta
a localizacdo geografica dos rios, ilustrando a distribuicdo espacial da area investigada. As
campanhas de coleta ocorreram em duas estacdes, sempre que possivel, no mesmo ponto amostral.
A Estagdo Seca com coletas realizadas nos meses de julho e agosto de 2022, dividida em trés
expedicdes semanais. J4 a campanha referente a Estacdo Umida foi realizada em margo de 2023,

também em trés expedi¢des semanais.
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Figura 8 - Pontos de Coleta
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Fonte: Diamante, (2023).
Legenda: Representacdo dos 12 pontos de coleta das amostras.

O isolamento de cepas de Escherichia coli foi realizado por meio do plaqueamento de
amostras de agua previamente concentradas. Para cada ponto de coleta, 150 mL de dgua foram
concentrados em 1 mL de solugdo salina estéril, a partir do qual se procedeu ao plaqueamento em
meio cromogénico seletivo com indicador simultineo para coliformes totais, o Agar Chromocult
Coliformes (Merck), conforme as instrugdes do fabricante. Apos o crescimento bacteriano, foram
contabilizadas as colonias formadas nas varias categorias de cor. Consideraram-se como
Escherichia coli aquelas que apresentavam coloracdo azul-escuro, conforme as instrugdes do
fabricante do meio de cultura utilizado. A sele¢do das colonias por ponto de coleta foi realizada
sempre que houve crescimento microbiano e quando tecnicamente viavel.

Posteriormente, procedeu-se & técnica de estrias de esgotamento em meio de cultura Agar
MacConkey (Merck, Alemanha), seletivo para bactérias Gram-negativas. Nesse meio, colonias de
Escherichia coli apresentam coloragao rosa, em funcao da fermentagdo da lactose, enquanto outras
bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras formam coldnias incolores ou esbranquicadas. A
identificacdo presuntiva foi complementada pela coloragdo de Gram, técnica diferencial baseada
na composi¢do da parede celular bacteriana, sendo selecionados apenas isolados caracterizados
como bacilos Gram-negativos, compativeis com o perfil presuntivo de E. coli (TORTORA et al.,

2010). Na sequéncia, as culturas confirmadas foram transferidas para caldo BHI (Brain Heart
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Infusion Broth) e mantidas em incubag¢do por 18 a 24 horas, a 37 °C, sob aerobiose. Em seguida,
as amostras foram preparadas para criopreservacao em duplicata, utilizando criotubos de 2 mL, e
foram distribuidos 700 pL de inoculo do cultivo e 300 pL de glicerol 80% (v/v), para o

congelamento em -80°C para uso posterior (Figura 9).

Figura 9 - Criotubos contendo isolados de Escherichia coli preparados para armazenamento
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Fonte: Autora (2026)
Legenda: Criotubos de 2 mL com os isolados de E. coli preparados para congelamento em duplicata.

4.2 Extracao de DNA

Para verificar quais isolados apresentavam perfis genéticos distintos, realizou-se
inicialmente a extragdo do DNA gendmico total bacteriano, utilizando um protocolo adaptado a

base de precipitacio com NaCl, conforme descrito por Miller e colaboradores, (1988). As
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amostras previamente armazenadas a —80 °C foram reativadas em quadruplicata, sendo cada uma
inoculada com 100 pL da cultura descongelada em 5 mL de caldo BHI. Em seguida, os tubos
foram incubados a 37 °C por 18 a 24 horas, até¢ atingir crescimento adequado (Figura 10),
Posteriormente, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm. Logo apds, o
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 mL de agua Milli-Q, sendo homogeneizado
com ponteira. As quatro aliquotas da mesma amostra foram reunidas em um unico tubo Falcon de
15 mL e submetidas a nova centrifugacdo nas mesmas condigdes. O sobrenadante foi novamente
descartado e o pellet lavado com 1 mL de 4gua Milli-Q. Apos a nova homogeneizagdo, 1 mL da
suspensao foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e centrifugado por 15 minutos a 3.000
rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 450 pL do tampao de lise,
preparado com 0,32 M de sacarose; 5 mM de MgClz, 10 mM de Tris-HCI pH 7,5 e 1% de Triton
X-100. Esse tampao foi utilizado para promover a lise celular por meio da combinagao entre a alta
concentracdo de sacarose (que mantém a integridade osmotica inicial), o detergente ndo i6nico
Triton X-100 (que rompe a membrana plasmatica), os ions Mg* e o Tris, que, em conjunto,
contribuem para estabilizar o ambiente quimico durante o processo de liberagdo do contetdo
intracelular. Foi adicionado 2 pL de Proteinase K (20 ng/uL), para degradar proteinas celulares e
inativar nucleases, favorecendo a liberagao e preservacdo do DNA, e, em seguida, a mistura foi
submetida ao vortex, sendo posteriormente incubada em bloco aquecido a 40 °C por 20 minutos,
com agitacdo periodica a cada 5 minutos, temperatura utilizada para otimizar a atividade

enzimatica da Proteinase K e intensificar a degradacao proteica.
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Figura 10 - Reativagdo das amostras bacterianas para extragdo de DNA

Fonte: Autora (2026)
Legenda: Tubos contendo 5 mL de caldo BHI inoculados com 100 pL. das amostras descongeladas, incubados a 37
°C por 18 a 22 horas para obtenc¢do do crescimento necessario a extragdo de DNA.

Em seguida, foram adicionados 300 uL de NaCl 5M, homogeneizando-se o conteudo por
inversdo (20 vezes). A adicdo do sal em alta concentragdo teve como finalidade promover a
precipitacdo de proteinas e outras impurezas celulares, aumentando a forga io6nica da solugao e
facilitando a separacdo do DNA no sobrenadante, seguida de centrifugacdo por 22 minutos a
13.500 rpm. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um novo microtubo de 2,0 mL,
jé identificado, onde foram adicionados 600 uL de Etanol absoluto PA gelado e 30 puL de acetato
de sodio 3 M (pH 5,2). Esses reagentes foram utilizados para promover a precipitacdo do DNA,
reduzindo sua solubilidade e neutralizando suas cargas negativas. A solu¢do foi homogeneizada
por inversdo e incubada no freezer a -22 °C por uma noite (overnight), etapa que favorece a

formacao completa do precipitado de DNA e maximiza seu rendimento.
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Apds a incubacgado, realizou-se um vortex rapido e a amostra foi centrifugada a 13.500 rpm
por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet resultante foi lavado com 500 pL de
Etanol 70% (v/v) gelado, utilizado para remover sais € impurezas remanescentes sem solubilizar o
DNA. Em seguida, o microtubo foi colocado em estufa a 50 °C por 30 minutos, a fim de evaporar
o etanol residual e remover a umidade remanescente, garantindo a pureza do pellet de DNA antes
da ressuspensdo. O pellet seco foi ressuspendido com 50 a 200 uL de tampao TE (pH 8,0),
preparado com Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM. Nesse tampdo, o Tris atua mantendo o pH
estavel, enquanto o EDTA prende ions metalicos que poderiam ativar enzimas capazes de
degradar o DNA, ajudando a protegé-lo. Apods a ressuspensdo, a amostra foi homogeneizada e
incubada em banho-maria a 65 °C por 10 minutos, favorecendo a completa dissolu¢do do material

genético.

4.3 Caracterizaciao molecular por PCR (GTG-fingerprinting)

Para as andlises, as amostras de DNA foram inicialmente quantificadas em
espectrofotometro Nanodrop®, com o objetivo de determinar sua concentragdo e avaliar a pureza
do material genético. Em seguida, cada amostra foi diluida em H-O até atingir a concentragao final
de 70 ng/uL. Posteriormente, realizou-se a técnica de GTG-5 (GTG-fingerprint), que consiste na
amplificacdo de regides especificas do DNA gendomico por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), permitindo a distin¢do entre diferentes perfis genéticos.

As reagoes de PCR foram preparadas de acordo com o protocolo adaptado de Gever et al.,
(2001) com 12,5 pL. de Master Mix Green Cellco, que fornece todos os componentes essenciais
para a amplificagio (DNA polimerase, dNTPs, tampdo e fons), 2 pL de gelatina a 0,1% (p/v),
utilizada como estabilizante da reagdo, 2 uL do primer (GTG)s a 10 pmol/uL responsavel por
iniciar a replicagdao; 4,5 uL de H:O e 4 pL do DNA previamente diluido a 70 ng/uL. A
amplificagdo foi realizada no termociclador Bio-Rad T100 Thermal Cycler, utilizando o programa
especifico para GTG-5, composto por: desnaturacdo inicial a 94 °C por 7 minutos; seguida de 30
ciclos de 94 °C por 1 minuto (desnaturagdo), 40 °C por 1 minuto (anelamento) e 65 °C por 8
minutos (extensdo); finalizando com extensao a 75°C por 5 min; pos-ciclagem a 4°C .

Apds a amplificacdo, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (1,5 g de agarose em 100 mL de TAE 1X, isto ¢, p/v). O tampao TAE
(Tris-Acetato-EDTA), foi empregado por manter o pH estavel e fornecer os ions necessarios para

a conducdo da corrente durante a migracao eletroforética. O gel foi preparado contendo 6 uL de
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brometo de etidio, corante intercalante que permite a visualizagdo do DNA sob luz UV. Para a
corrida, 4 uL do marcador de peso molecular ladder Cellco 1 kb foi aplicado em uma das
canaletas, enquanto as demais foram preenchidas com os produtos de PCR. A separagdo
eletroforética foi conduzida a 75 V por aproximadamente 150 minutos, condi¢ao que possibilitou
boa resolugao e distingdo dos fragmentos amplificados. Assim, foi possivel identificar clones por
apresentarem o mesmo padrdo genético dentro de cada rio e também descartar as amostras que

ndo amplificaram.

4.4 Amplificacdo de genes de viruléncia

As amostras de Escherichia coli foram submetidas a amplificacao dos genes de viruléncia
por meio da técnica de PCR descrita por Chapman et al., (2006) e posteriormente adaptada para
este estudo. Para cada um dos cinco genes investigados, empregaram-se primers especificos,
selecionados de acordo com as sequéncias-alvo de interesse € com o tamanho esperado dos
amplicons. Os primers foram utilizados nas concentragdes previamente padronizadas para cada
reacdo, garantindo adequada eficiéncia de amplificacdo e especificidade para cada gene analisado,

conforme apresentado na Tabela 3.



Tabela 3 - Primers utilizados para amplificacdo dos genes de viruléncia
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Gene Primers Sequéncias dos Primers Amplificagdo Conceqtrag:ao
do Primer
sl 5’ ATAAATCGCCTATCGTTGACTACS’
(Forward )
stxl 1 180 pb 10 pmol/pLL
S 5’AGAACGCCCACTGAGATCATC3’
(Reverse)
stx2 5’GGCACTGTCTGAAACTGCTCC3’
(Forward )
stx2 2 255 pb 10 pmol/pL
S 5’TCGCCAGTTATCTGACATTCTG3’
(Reverse)
cast 1 5’CCATCAACACAGTATATCCGA3’
(Forward)
estl ‘1 111 pb 10 pmol/pLL
ras 5’GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT3’
(Reverse)
cdt3 5’GAGTTATTCCTTCCCCAGGC3’
(Forward )
cdt 4B 108 pb 10 pmol/puLL
¢ 5’CAAAGGCATCAACAGCAGAAY
(Reverse)
LTA-1 , )
5’GGCGACAGATTATACCGTGC3
(Forward)
eltA LTAL 696 pb 10 pmol/pLL
) 5’CCGAATTCTGTTATATATGTC3’
(Reverse)

Fonte: Adaptada de CHAPMAN et al., (2006)
Legenda: Sequéncias de primers especificos utilizados para a amplificacdo dos genes de viruléncia analisados neste estudo
(stx1, stx2,estl, cdt e eltd), pb= pares de base.

As condigdes da PCR foram estabelecidas de acordo com a literatura (CHAPMAN, T. A.

et al., 2006), utilizando, para cada amostra, 1 uL do primer forward e 1 uL do primer reverse,

ambos especificos para o gene a ser analisado, além de 7,5 pL de Master Mix (Cellco), 3,5 pL de

H:0 e 2puL de DNA 70 ng/uL, totalizando 15 pL por reacdo. Cada gene foi amplificado

utilizando um programa de ciclagem especifico, definido de acordo com as caracteristicas do par

de primers utilizado.

As reacdes de PCR para os genes estl, cdt e stxI foram realizadas empregando o mesmo

protocolo basico de ciclagem. Inicialmente, as amostras foram submetidas a desnaturagdo a 94 °C

por 4 minutos, seguida de 26 ciclos constituidos por desnaturacdo a 94 °C, anelamento a 56 °C por

I minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Ao final dos ciclos, procedeu-se a extensao final a 72

°C por 1 minuto e, posteriormente, as amostras foram mantidas a 8 °C por tempo indefinido,

garantindo a estabilidade dos produtos amplificados. Para o gene stx2, empregou-se a mesma

estrutura de ciclagem, desnaturacdo inicial, 26 ciclos e extensdo final nas mesmas condigoes,

porém com ajuste da temperatura de anelamento para 58 °C, em conformidade com a
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especificidade do par de primers utilizados. De maneira semelhante, a reagdo para o gene elt4
seguiu 0 mesmo protocolo geral, diferenciando-se apenas pela temperatura de anelamento, que foi

ajustada para 52 °C, garantindo a eficiéncia do pareamento dos primers a esse alvo molecular.

4.5 Eletroforese em gel de agarose

A anélise dos produtos de PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose contendo
brometo de etidio. Para a preparagdo do gel, foram utilizados 100 mL de solu¢ao TAE 1Xe 2,3 g
de agarose, previamente fundida em micro-ondas, com posterior adi¢do de 4 pL de brometo de
etidio. Antes do carregamento no gel, as amostras amplificadas foram preparadas com o tampao
de carregamento 10x Phoneutria, garantindo adequada visualizagdo e sedimentagdo na canaleta
durante a corrida eletroforética. A selecao do marcador de peso molecular foi definida de acordo
com o tamanho esperado dos amplicons de cada gene. Para os genes est/ (111 bp), cdt (108 bp),
stx1 (180 bp) e stx2 (255 bp), empregou-se a escada molecular Cellco de 50 bp, uma vez que esse
marcador garantia resolucdo adequada para fragmentos de menor comprimento. J& para o gene
eltA, cujo produto de amplificacdo apresenta 696 bp, utilizou-se a escada Cellco de 100 bp, mais
apropriada para fragmentos de maior tamanho. A corrida eletroforética foi conduzida a 75 V por
40 minutos, permitindo a adequada separacdo dos produtos amplificados.

Para os genes stxl e stxZ, foram utilizados controles positivos
previamente caracterizados, capazes de amplificar especificamente as
sequéncias—alvo correspondentes, assegurando a confiabilidade das
reacbes de PCR. Ap6és a corrida, os géis foram submetidos a
fotodocumentacdo em sistema de captura de imagem sob luz
ultravioleta, possibilitando o registro e a analise dos padrdes de
bandas obtidos. A interpretacdo dos resultados foi realizada por
analise visual, considerando a presenca de bandas com tamanho
compativel ao esperado para cada gene alvo, em comparagcao com O
marcador de peso molecular correspondente. Os isolados que

apresentaram bandas especificas foram classificados como positivos

(+) para o respectivo gene de viruléncia, enquanto aqueles que nao
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apresentaram amplificacdo visivel foram <classificados como

negativos (-).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante o periodo de coleta, foram obtidos 206 isolados de Escherichia coli na Estagdo
Seca e 201 isolados na Estagdo Umida. A confirmagdo preliminar das coldnias foi realizada por
meio do crescimento em meio Chromocult, seguido de estriamento em agar MacConkey (Figura
11) e coloragdo de Gram (Figura 12), o que permitiu selecionar apenas os isolados compativeis

com o perfil morfolégico, caracteristico de E. coli.

Figura 11 - Técnica de estria de esgotamento em meio de cultura 4gar MacConkey

Fonte: Autora (2026)

Legenda: Realizagdo da técnica de estria de esgotamento em meio agar MacConkey para obtengdo de coldnias
bacterianas de E. coli. A identificagdo R1 refere-se ao Rio 1, P7 ao ponto de coleta no rio e 112 / 113 ao nlimero do
isolado de Escherichia coli.
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Figura 12 - Coloragdo de Gram de isolado bacteriano obtido em Agar MacConkey

Fonte: Autora (2026)
Legenda: A imagem apresenta diferentes ldminas submetidas ao protocolo de coloragdo de Gram, para evidenciar a
morfologia caracteristica de bacilos Gram-negativos, compativel com Escherichia coli.

ApoOs a confirmagdo, seguiu-se para extracdo do DNA, e todos os isolados foram
submetidos a analise molecular pela técnica de GTG-5, na qual observou-se a presenca de isolados
clonais, identificados por padrdes de bandas idénticos e falhas na amplificacdo de algumas
amostras de DNA. No gel apresentado como exemplo (Figura 13), € possivel visualizar essas
ocorréncias, bem como amostras que apresentaram falhas de amplificagdo, possivelmente
relacionadas a limitagdes técnicas da extracdo ou da reagdo (amostras 122, 125, 126, 127 e 130) e

as amostras que exibiram amplificagdo iguais (116 e 117), ou seja, consideradas clones entre si.
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Figura 13 — Perfis de bandas obtido pela técnica GTG-5 da Estagio Umida

L 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 C-

fies, - = IS S

Fonte: Autora (2026)

Legenda: Gel de eletroforese em agarose (1,5%) corado com brometo de etidio, mostrando os perfis de
amplificacdo por PCR dos isolados de Escherichia coli. O marcador de peso molecular (Ladder, L) de 1 kb foi
utilizado como referéncia para estimativa do tamanho dos fragmentos amplificados. Observa-se a presenga de
isolados com perfis clonais, caracterizados por bandas com o mesmo padrio de migragdo (ex.: amostras 116 e 117),
bem como a auséncia de amplificagdo em algumas amostras (ex.: 122, 125, 126, 127 e 130), indicando possivel
auséncia do gene alvo ou falha na rea¢do de PCR.

Essa abordagem permitiu identificar e excluir isolados clonais, assegurando que apenas
perfis geneticamente distintos fossem considerados nas etapas subsequentes da analise molecular.
O APENDICE A retne todas as amostras submetidas ao procedimento de GTG-5 fingerprinting
com o primer (GTG)s, no qual, apds a exclusdo de clones repetidos e de amostras cujo DNA nao
apresentou amplificacdo, foi obtido um total 118 amostras da Estagdo Seca e as 96 amostras da
Estacio Umida geneticamente distintas entre si. Para cada amostra, o APENDICE A apresenta
dados de identificacdo, quantificagdo do DNA (ng/uL), indices de pureza (A260/A280 e
A260/A230), além do novo cddigo gerado apods a triagem genética, permitindo acompanhar a
qualidade das extragdes e a diversidade observada nos dois periodos amostrais.

Para otimizar as analises moleculares subsequentes, foi realizado um processo de selecao

baseado na qualidade e concentracdo do DNA, bem como na representatividade de cada ponto de

coleta, buscando manter, sempre que possivel, pelo menos cinco amostras por ponto. A partir
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desse critério, foram escolhidos 160 isolados para a etapa final da andlise, sendo 80 da estagdo
seca ¢ 80 da estacdo imida. No APENDICE A, essas amostras selecionadas estdo devidamente
indicadas em uma coluna especifica, possibilitando a rastreabilidade de todo o processo de triagem
utilizado.

Ao longo das andlises, todas as 160 amostras foram submetidas a PCR para cada gene de
viruléncia e, posteriormente, resolvidas em eletroforese em gel de agarose. Embora numerosos
géis tenham sido produzidos ao longo do processo, para este trabalho foram selecionadas apenas
imagens representativas, para cada um dos genes pesquisados, apresentadas nas Figuras 14, 15, 16

el7.

Figura 14 - Gel de agarose 2,3% mostrando o produto de PCR do gene estl (111 bp).

L 79 80 81 83 84 85 86 87 88 90 91 92 93 94 95 C+

Spl-3.0% agarose

Fonte: Autora (2026)

Legenda: Eletroforese em gel de agarose a 2,3% dos produtos de PCR para deteccdo do gene est/ (111 pb). O
marcador de peso molecular utilizado foi ladder de 50 bp (Cellco). A amostra 42 corresponde ao controle positivo,
apresentando banda compativel com o tamanho esperado do amplicon. As demais amostras analisadas (83, 86, 87,
88, 90 ¢ 95) também apresentaram amplificagdo especifica para o gene avaliado. O gel foi corado com brometo de
etidio.
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Figura 15 - Gel de agarose 2,3% mostrando o produto de PCR do gene cdt (108 bp)

nghul

e 5 6 7 11 13 14 16 17 18 19 20 21 C+ C-
e — 400 — 10
e —— 350 — 10
e —— 300 — 10
L ]—250=—15
el —— 200 — 10
] —— 150 — 10
— 100 — 10
- 50— 1
5 pl - 3.0 % agarose

Fonte: Autora (2026)

Legenda: Eletroforese em gel de agarose a 2,3% dos produtos de PCR para deteccdo do gene cdt (108 pb). O
marcador de peso molecular utilizado foi ladder de 50 bp (Cellco). A amostra 39 corresponde ao controle positivo,
apresentando banda compativel com o tamanho esperado do amplicon. As amostras 5 ¢ 21 também apresentaram
amplificagdo especifica para o gene avaliado. O gel foi corado com brometo de etidio.

Figura 16 — Gel de agarose 2,3% mostrando o produto de PCR do gene s#x/ (180 bp)

bp  nghi
—500 — 10
4 L 84 85 86 87 88 89 94 97 99 100 101 102 103 104 106 C+ C-

g —— 400 — 10

—350 — 10 =

— 300 — 10 .
L] —30— 15
—200 — 10
— 150 = 10
— 100 — 10
- 50— 10
5 pl - 3.0 % agarose

Fonte: Autora (2026)

Legenda: Eletroforese em gel de agarose a 2,3% dos produtos de PCR para detecgdo do gene stx/ (180 pb). O
marcador de peso molecular utilizado foi ladder de 50 bp (Cellco). A amostra 86 apresentou amplificagido
especifica compativel com o tamanho esperado do amplicon. O controle positivo consistiu em uma cepa cedida
pela Universidade de Sdo Paulo (USP), apresentando amplificacdo para o gene stx/. O gel foi corado com brometo
de etidio.
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Figura 17 - Gel de agarose 2,3% mostrando o produto de PCR do gene stx2 (255 bp)

L 65 66 68 69 70 71 73 74 76 77 78 79 80 81 83 C+

5pl-3.0 % agarose

Fonte: Autora (2026)

Legenda: Eletroforese em gel de agarose a 2,3% dos produtos de PCR para detecgdo do gene stx2 (255 pb). O
marcador de peso molecular utilizado foi ladder de 50 bp (Cellco). Apenas o controle positivo, constituido por cepa
cedida pela Universidade de Sao Paulo (USP), apresentou amplificacdo compativel com o tamanho esperado do
amplicon. As demais amostras analisadas ndo apresentaram amplificagdo para o gene avaliado. O gel foi corado
com brometo de etidio.

As interpretagdes basearam-se na presenca de bandas compativeis com os tamanhos
esperados dos fragmentos amplificados. Para os genes est/ (111 bp) e cdt (108 bp), a identificacao
das bandas foi realizada por comparagdo com a escada molecular Cellco de 50 bp. Para os genes
stxI (180 bp) e stx2 (255 bp), além da comparagdo com a escada, utilizou-se controle positivo
cedido pela Universidade Federal de Sao Paulo, o que permitiu confirmar a posicdo correta da
banda correspondente em cada gel. Ja para o gene eltA (696 bp), ndo houve amplificacdo em
nenhuma das amostras analisadas, razao pela qual ndo ha imagem correspondente.

Para garantir a rastreabilidade, desde o0 momento do isolamento cada coldnia recebeu uma
identificagdo baseada no rio de origem e a quantidade de perfis identificados, seguidas por uma
letra que indica a estagdo do ano. Por exemplo, no Rio 1, durante a Estacdo Umida, foram
identificados quatro perfis distintos, nomeados como R1Clu, R1C2u, R1C3u e R1C4u, em que
“R1” indica o rio, “C” refere-se ao numero do clone, ¢ “u” representa a Estagio Umida. As
Tabelas 4 e 5 apresentam somente as amostras que amplificaram pelo menos um dos genes,

respectivamente em isolados obtidos na Esta¢do Seca e na Estagdo Umida.
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Tabela 4 - Amostras positivas para genes de viruléncia de Escherichia coli na
Estacdo Seca

Amostras  Identificagdo stxl stx2 estl cdt eltA
do DNA
Extraido
R1C3s 3 - - + - -
RI1CSs 5 - - - + -
RI1CS8s 8 - - + + )
RI1Cl11s 11 - - + - -
R3C4s 21 - - - + -
R4Cls 24 - - - + -
R10Cé6s 84 - - + - -
R10C8s 86 + - - + -
R10C10s 88 - - + - -
R10Cl11s 89 - - + - -
R11C3s 101 - - + - -
R11C4s 102 - - - + -

Fonte: Autor, 2026

Legenda: Relagdo das amostras que apresentaram amplificagdo para ao menos um dos genes investigados (stx/,
estl e cdt) durante a Estacdo Seca. As amostras foram codificadas de acordo com o rio de origem, o nimero do
clone identificado e a letra representativa da estagdo do ano (“s” = seca).

Tabela 5 - Amostras positivas para genes de viruléncia de Escherichia coli na Estagio

Umida
Amostras  Identificagdo stxl stx2 estl cdt eltA
do DNA
Extraido
R4C3u 35 - - + - -
R4C4u 36 - - + - -

R4C5u 37 - - + - -
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R5Clu 39 - - - + -
R5C2u 40 - - + - -
R5C4u 42 - - + - -
R9C3u 78 - - + - -
R10C4u 83 - - + - -
R10C6u 85 - - - + -
R10C7u 86 - - + - -
R10C8u 87 - - + - -
R11Clu 88 - - + - -
R11C3u 90 - - + - -
R12C3u 95 - - + - -
R12C7u 99 - - - + -

Fonte: Autor, 2026

Legenda: Relacdo das amostras que apresentaram amplificagdo para ao menos um dos genes investigados (stx/,
stx2, estl e cdt) durante a Estagdio Umida. As amostras foram codificadas de acordo com o rio de origem, o
numero do clone identificado e a letra representativa da estagdo do ano (“u” = imida).

A distribui¢do das amostras positivas para cada gene investigado ¢ apresentada na Tabela

6, que sintetiza os resultados obtidos nas Estagdes Umida e Seca.

Tabela 6 - Distribui¢do das amostras positivas por gene, com percentuais sazonais € gerais

Gene Pgsitivas % Umida  Positivas % Seca Total % Geral
(Umida) (Seca) (160)
stx1 0 0% 1 1,25% 1 0,6%
stx2 0 0% 0 0% 0 0%
estl 12 15,0% 7 8,75% 19 11,9%
cdt 3 3,75% 6 7,5% 9 5,6%
eltA 0 0% 0 0% 0 0%

Fonte: Autora,2026

Legenda: Distribui¢do das amostras positivas para os genes stx/, stx2, estl , cdt e eltA nas Estagdes Umida e Seca,
apresentando o nimero absoluto de detecgdes e o percentual sazonal calculado sobre 80 amostras por estagdo, além
do percentual geral relativo ao total de 160 amostras analisadas.
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Observou-se na Tabela 6: que a amplificagdo dos genes-alvo ocorreu em baixa frequéncia.
Verificou-se que o gene est/ foi o marcador mais frequentemente detectado, com 19 amostras
positivas (11,9% do total), sendo 12 amostras da Estagdo Umida (15,0%) e 7 amostras da Estagdo
Seca (8,75%). O gene cdt apresentou 9 amostras positivas (5,6%), distribuidas em 3 amostras da
Estagdo Umida (3,75%) e 6 da Estacdo Seca (7,5%). Para o gene stx/, foi identificada apenas 1
amostra positiva na Estagdo Seca (1,25%), correspondendo a 0,6% do total de amostras
analisadas. Nao foi registrada amplificacdo para os genes stx2 e eltA em nenhuma das estagdes,
como apresentada na Tabela 6.

A persisténcia de genes de viruléncia no Rio 10 (R10) o caracteriza como um importante
hotspot de contaminagdo na area de estudo, em razdo de sua localizagdo estar submetida a
pressdes antropicas. Diferente de outros pontos que apresentam flutuagdes sazonais drésticas, o
Rio 10 manteve-se positivamente relevante em ambas as estagdes. Na estacdo seca, o ponto
destacou-se pela deteccdo do gene est/ nas amostras R10C6s, R10C10s e R10Cl11s, além da
presenga dos genes cdt e stxI na amostra R10C8s. Ja na estacdo imida, a viruléncia persistiu com
a deteccdo do gene est/ nas amostras R10C4u, R10C7u e R10C8u, e do gene cdt especificamente
na amostra R10C6u. Essa manutencdo da carga genética sugere que o Rio 10 recebe uma
contribuicao constante de efluentes que nao ¢ neutralizada pelo efeito de dilui¢ao das chuvas,
agindo como um reservatorio critico de E. coli patogénica para a regido.

Em contraste, o Rio 1 (R1) apresenta um comportamento de "limpeza" ou dilui¢do durante
a transicao para a estacdo umida. Durante o periodo de seca, este rio apresentou diversas amostras
positivas, incluindo os genes est/ (R1C3s, R1C8s, R1C11s) e cdt (R1C5 e R1C8s). No entanto, os
dados da estagdo imida para o Rio 1, apresentados na Tabela 6, ndo registram amplificagdes para
esses genes, indicando que o aumento do volume hidrico ¢ suficiente para reduzir a concentracao
desses marcadores de viruléncia abaixo do limite de detec¢do. Geograficamente, a area em
questdo parece ser mais suscetivel a um efeito regenerativo sazonal, uma vez que ndo estd
submetida a pressdes antropicas significativas.

J& os pontos identificados como Rio 4 e Rio 5 apresentam um aumento na deteccdo de
genes de viruléncia durante a estacdo Umida. O gene est/ foi detectado nas amostras R4C3u,
R4C4u e R4C5u, bem como em R5C2u e R5C4u, e apenas RSClu para o gene cdt, durante o
periodo chuvoso. Nas coordenadas que situam esses rios, o aumento pode estar associado ao
carreamento superficial de poluentes (lixiviagdo). A chuva, ao lavar o solo de areas de pastagem
ou descarte de residuos, transporta linhagens de E. coli contendo os genes para o leito dos rios,

elevando o risco ambiental justamente no periodo de maior volume de agua (DIAMANTE, 2023).
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Por fim, a analise dos rios mais distantes do nucleo central da area de estudo (R11 e R12)
reforca a predominancia do gene est/ como o marcador de viruléncia mais amplamente
disseminado na bacia hidrografica avaliada. A detec¢do desse gene, mesmo em pontos mais
periféricos, sugere uma dispersdo ambiental consistente.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a presenca de genes de viruléncia em
cepas de Escherichia coli isoladas de mananciais utilizados por produtores de QMAC na regido da
Serra da Canastra ocorreu em baixa frequéncia geral, embora com distribui¢cdo diferenciada entre
as estagdes do ano. A detecgdo pontual de stx/ e a auséncia completa de amplificagdo para stx2 e
eltA, em contraste com a maior ocorréncia dos genes est/ e cdt, indica um cenario de circulagao
limitada de patotipos virulentos, mas revela a presenca de linhagens portadoras de fatores
associados a diarreia e a citotoxicidade, o que reforca a importdncia do monitoramento
microbiologico dos recursos hidricos empregados na atividade queijeira.

O gene est! foi o mais prevalente no conjunto total de amostras, correspondendo a 11,9%
das detecgoes (19 amostras), sendo mais frequente na estacdo umida (15,0%) do que na estacao
seca (8,75%). No contexto ambiental, a elevada frequéncia de est/ pode refletir fontes fecais
(humanas ou animais), ja que esse gene ¢ comumente encontrado em isolados de E. coli de agua
de superficie (LAMONTAGE, 2023). Essa constatagao reforca a preocupagao sanitaria, uma vez
que ha relatos de surtos humanos protagonizados por cepas que tinham somente est/ como fator de
viruléncia (KASHIMA, 2021). Portanto, a predominancia de est/ nas amostras sugere a
possibilidade de contaminacdo fecal ambiental, mas ndo necessariamente indica a presenca de
cepas altamente patogénicas. Isso justifica a necessidade de monitoramento continuo da agua ¢ a
adog¢do de boas praticas de manejo hidrico na cadeia produtiva do QMAC, para mitigar riscos
potenciais a satde publica.

O segundo gene mais detectado foi cdt, presente em 5,6% das amostras, também com
distribuicdo sazonal diferenciada: maior ocorréncia na seca (7,5%) do que na umida (3,75%). O
gene cdt , que codifica a toxina cdt, ¢ encontrado em diversos patotipos. Esta toxina causa danos
ao DNA, bloqueio do ciclo celular e morte celular (SAVARINO et al, 1991; MANAM;
SUMATHI, 2022). Embora menos comum do que os genes associados & producdo de Shiga
toxina, o gene cdt € considerado um importante fator de viruléncia devido a sua capacidade de
alterar tecidos epiteliais e modular a resposta imune (HUERTA et al., 2025). A maior prevaléncia
do gene na estagdo seca pode estar associada a fontes pontuais de contaminagdo fecal, mais
evidentes nesse periodo em fungdo da menor diluicdo dos efluentes, o que favorece a deteccao de

cepas especificas portadoras desse determinante de viruléncia, sem impactar significativamente a
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frequéncia total de isolados positivos. Entretanto, essa dindmica pode variar conforme as
caracteristicas ambientais € o uso do solo da area estudada. Nesse sentido, Aratijo e colaboradores
(2025) observaram baixa qualidade da 4gua predominantemente durante a estagdo chuvosa,
atribuida ao aumento do escoamento superficial de contaminantes para o corpo hidrico,
evidenciando que os padrdes sazonais de contaminagdo podem ser dependentes do contexto local.

Em contraste, o gene stx/ apresentou baixa frequéncia, ocorrendo em apenas 0,6% das
amostras, representado por um unico isolamento durante a Estacdo Seca (1,25%). Ainda assim,
sua deteccao isolada, embora rara, nao deve ser desconsiderada. Os fatores ambientais, como
redu¢ao da pluviosidade, maior concentragdo de matéria organica ¢ menor diluicdo hidrica,
influenciam diretamente a persisténcia e a detec¢io de STEC em ambientes aquaticos (DOPFER
et al., 2012). Assim, a amostra que apresentou resultado positivo (Tabela 6), observada na Estacao
Seca, pode refletir as condigdes ambientais mais favoraveis a estabilidade e a concentracdo de
microrganismos, resultando em maior probabilidade de deteccdo de genes de viruléncia. Esse
comportamento ¢ semelhante ao relatado por Ferreira (2018), que observou maior prevaléncia de
perfis contendo stx/ em bovinos durante o periodo seco, em comparagao ao periodo chuvoso.

Ja o gene stx2, considerado epidemiologicamente o mais relevante por estar associado a
quadros graves como colite hemorragica e sindrome hemolitico-urémica (VISHRAM et al., 2021),
nao foi detectado em nenhuma amostra. Esse achado ¢ particularmente relevante, pois as cepas
STEC representam um dos principais riscos de intoxicagdo a partir da ingestdo de alimentos de
origem lactea (HUSSEIN; BOLLINGER, 2005). A auséncia de stx2 sugere um baixo risco
imediato de contaminagao por cepas STEC altamente virulentas na agua utilizada pelos produtores
da regido. Este resultado, contudo, deve ser interpretado com cautela, dado o potencial de
contamina¢do de mananciais superficiais em regides com atividades agropecudrias. O estudo de
Tanaro et al., (2018), realizado na Provincia de Entre Rios, Argentina, demonstra o grave risco
associado a ambientes aquaticos contaminados. Naquele estudo, o gene stx2 foi encontrado em
100% das cepas de STEC O157:H7 isoladas de 4gua de superficie em areas de criagdo intensiva
de gado.

Outro ponto relevante é a auséncia completa do gene eltA4, responsavel pela codificacdo da
toxina termo-labil (LT). A nao deteccdo desse gene sugere que cepas tipicas de ETEC
provavelmente nao desempenham papel na contaminacao desses mananciais. Essa interpretagao ¢
compativel nos achados de Pereira e colaboradores, (2024), que também ndo identificaram o gene
eltA entre os isolados de Escherichia coli obtidos em um sistema de producdo bovina. Embora o

estudo tenha sido conduzido em amostras de leite de vacas com mastite clinica, sua relevancia
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ambiental permanece, uma vez que E. coli ¢ reconhecida como um agente de mastite de origem
ambiental, refletindo a microbiota presente em instalagdes rurais, bebedouros, solo e agua
utilizados pelos animais. A compatibilidade desses resultados refor¢a que, em ambientes rurais de
producao agropecuaria, cepas portadoras de gene e/t4 tendem a ser menos prevalentes.

Ao comparar a sazonalidade, nota-se que a estagdo umida apresentou maior numero de
amostras positivas em relacdo a seca, sobretudo para o gene est/, enquanto a estacdo seca
apresentou ligeira predominancia no gene cdt. Essa distribui¢do se alinha a padrdes hidrologicos
conhecidos: durante a estagdo umida, o maior volume de chuvas aumenta o carreamento
superficial, transportando fezes de animais de pastagem e de fauna silvestre para os mananciais. Ja
em periodos secos, a diminuicdo do volume hidrico contribui para a maior concentragdo
microbiana (SALIM et al.,2020).

Esse comportamento sazonal refor¢a a importancia de se considerar nao apenas os fatores
climaticos, mas também as condi¢gdes ambientais e de manejo das areas de captacdo de agua
associadas aos mananciais avaliados, especialmente no que se refere as condi¢des de preservacao
das Areas de Preservacdo Permanente (APPs) no entorno das nascentes. Estudos realizados em
areas rurais brasileiras demonstram que nascentes protegidas por vegetacdo ciliar apresentam
melhor qualidade da 4gua, com menores cargas de sedimentos e menor ocorréncia de indicadores
de contaminagdo fecal, quando comparadas a nascentes degradadas ou sem cobertura vegetal
adequada (MARMONTEL, 2015; FRITZSONS E MANTOVANI, 2011). Embora esses trabalhos
tenham sido conduzidos em ambientes distintos dos pontos amostrados no presente estudo, eles
oferecem suporte conceitual para compreender o papel das APPs em trechos de rios utilizados
para captacdo, uma vez que os processos de protecdo exercidos pelas zonas riparias sao
semelhantes.

Além disso, pesquisas indicam que a auséncia de cercamento e o acesso direto de animais
as areas de nascente favorecem a introducdo de microrganismos de origem fecal nos cursos
d’agua, aumentando o risco microbioldgico para usos produtivos e domésticos (SILVA et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2017). Dessa forma, os achados deste trabalho reforcam que a prote¢ao
efetiva das APPs e a adequagdo das estruturas de captacao de agua sao fatores determinantes para
a qualidade microbioldgica dos mananciais na Serra da Canastra, contribuindo para a seguranca
sanitaria da agua utilizada na produ¢do do Queijo Minas Artesanal.

No que se refere as implicagdes sanitarias, mesmo que a frequéncia absoluta de genes de
viruléncia tenha sido baixa, a simples presenca desses marcadores em aguas utilizadas na cadeia

produtiva do QMAC ¢ relevante. O processo produtivo tradicional do Queijo Minas Artesanal da
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Canastra envolve o uso do leite cru, sem pasteurizacdo, o que torna o controle microbioldgico de
insumos, especialmente da agua utilizada para ordenha, higiene de utensilios e limpeza de
instalacdes, fundamental para a seguranga do produto (BRASIL, 2019). A 4gua contaminada pode
representar fonte direta e indireta de introducao de microrganismos no leite (SILVA et al., 2010).

Além disso, as baixas concentracdes de cepas portadoras de fatores de viruléncia podem
persistir no ambiente e servir como reservatorios genéticos, favorecendo a troca horizontal de
genes entre bactérias ambientais e bactérias associadas ao gado (PEREIRA et al., 2024). Isso ¢
particularmente relevante para regidoes de produgdo tradicional como a Serra da Canastra, onde a
proximidade entre cursos d’agua, areas de pastagem e instalagdes de produgdo queijeira, cria um
ecossistema microbiano dindmico.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam a necessidade de uma reflexdo critica sobre
a adequagdo dos parametros microbioldgicos utilizados para monitoramento da cadeia produtiva
do QMAC. Embora a legislacao vigente estabelega limites especificos de coliformes para queijos
de baixa e média umidade, conforme apresentado nas Tabelas 1 e 2, esses critérios foram
elaborados para categorias tradicionais de queijos e, ndo contemplam plenamente as
particularidades tecnologicas do QMAC, que ainda carece de defini¢gdo normativa propria. A
classificacdo do produto entre média ou baixa umidade depende do processo de dessoragem e do
tempo de maturagdo, o que influencia diretamente os padrdes microbioldgicos aos quais ele deve
ser comparado, o que pode gerar interpretacdes divergentes quanto a sua conformidade sanitéria.
Entretanto, mesmo quando os valores de coliformes se apresentam dentro dos limites aceitaveis,
1sso ndo garante a inexisténcia de riscos a satide do consumidor, uma vez que esses critérios nao
avaliam a presenca de genes de viruléncia em microrganismos veiculados no produto final. Assim,
a deteccdo de Escherichia coli em niveis compativeis com a legislagdo ndo exclui a possibilidade
de circulagdo de cepas patogénicas, apontando para a importidncia de andlises moleculares
complementares. Dessa forma, o presente estudo reforga a limitagdo dos parametros normativos
atuais e a necessidade de atualizacdes que considerem a singularidade do QMAC e a
complexidade microbiologica associada ao produto e a sua cadeia produtiva.

Outro aspecto relevante diz respeito as limitacdes metodologicas do presente estudo. As
cepas detectadas foram obtidas por isolamento em meio seletivo e posterior analise molecular,
restringindo a deteccdo apenas aos isolados vidveis e cultivdveis. Além disso, as bandas
amplificadas nos ensaios de PCR ndo foram submetidas a sequenciamento, o que impede a
confirmagdo definitiva de que os fragmentos correspondem exatamente aos genes-alvo inferidos.

Essa auséncia de validagdo por sequenciamento reduz a identificagdo molecular e reforga a
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necessidade de cautela na interpretagdo dos resultados aqui apresentados, destacando a
importancia de abordagens complementares, como qPCR quantitativo e sequenciamento
metagendmico, em investigagdes futuras.

De modo geral, o risco imediato para a cadeia produtiva do Queijo Minas Artesanal
Canastra parece ser reduzido; entretanto, os achados reforcam a necessidade de monitoramento
sistematico da qualidade microbiologica da 4gua, tanto pela perspectiva da seguranga alimentar
quanto da saude publica. A implementacdo continua de medidas preventivas e o aprimoramento
das praticas de manejo hidrico sdo essenciais para minimizar a exposicdo de produtores e
consumidores a microrganismos potencialmente patogénicos, preservando a qualidade sanitaria e

a sustentabilidade da produgdo tradicional desta importante regido.
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6 CONCLUSAO

De modo geral, o risco imediato para a cadeia produtiva do Queijo Minas Artesanal
Canastra mostrou-se reduzido, considerando a baixa frequéncia de genes de viruléncia detectados
e a auséncia dos genes stx2 e eltA nas amostras analisadas. No entanto, a elevada prevaléncia do
gene estl, seguido do gene cdt, bem como a deteccdo pontual de stx/, indicam que a simples
presenga desses marcadores em mananciais utilizados na produgdo do QMAC ¢
epidemiologicamente relevante, configurando um potencial risco a saude publica e a seguranga do
alimento.

Esses resultados evidenciam limitagdes dos parametros normativos atualmente adotados
para avalia¢do da qualidade microbiologica da 4gua, os quais se baseiam em indicadores cléssicos,
como os coliformes, sem considerar a presenca de genes de viruléncia. Assim, cepas de
Escherichia coli podem estar presentes em concentragdes consideradas aceitaveis pela legislagao
vigente, mas ainda assim apresentar potencial patogénico.

Nesse contexto, o presente estudo reforca a necessidade de agdes ambientais preventivas,
como o fortalecimento da protegdo das areas de entorno dos mananciais, a preservagdo das Areas
de Preservacdo Permanente (APPs), o controle de fontes difusas de contaminagdo e o
aprimoramento das praticas de manejo hidrico nas propriedades produtoras. Tais medidas
contribuem ndo apenas para a redugdo do risco microbioldégico, mas também para a
sustentabilidade ambiental e produtiva da cadeia do QMAC.

Além disso, este estudo aponta para a importancia de pesquisas futuras que ampliem a
abordagem adotada, incluindo andlises sazonais mais extensas, a avaliagdo da expressdo génica ou
da produgdo efetiva de toxinas, bem como a integragdo de dados microbioldgicos da agua, do
ambiente ¢ do produto final. Investigacdes com maior nimero de amostras e a incorporacao de
metodologias complementares poderdo fornecer uma compreensao mais abrangente dos riscos
microbioldgicos associados a produgao tradicional do Queijo Minas Artesanal Canastra.

Conclui-se, portanto, que o monitoramento sistematico da qualidade microbiologica da
agua, aliado a implementacdo continua de medidas ambientais preventivas e ao avanco das
abordagens analiticas, ¢ fundamental para assegurar a qualidade sanitéria, a seguranga alimentar e

a valorizagao sustentavel dessa producao tradicional.
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APENDICE

APENDICE A - Planilha de quantificagio do DNA das amostras da Estacdo Seca e Estagdo Umida

Identificagao Idel?lti(f)i\;gﬁo ng/ulL A260/A280 [ A260/A230 | Selecionada | Codigo DNA
1.1T1s R1Cls 726.3 2.13 2.46 sim Is
1411s R1C2s 828.2 2.14 2.5 sim 2s
1414s R1C3s 573.5 2.13 2.46 sim 3s
1.513s R1C4s 527.5 2.13 245 sim 4s
1.514s RI1CSs 682.9 2.11 245 sim 5s
1.515s R1C6s 706.6 2.12 2.48 sim 6s
1.516s R1C7s 613.1 2.12 2.58 sim 7s
1.711s RI1CS8s 423.9 2.11 2.44 sim 8s
1.815s R1C9s 292.3 2.03 1.64 - 9s
1.10I2s R1C10s 350.3 1.95 1.20 - 10s
1.10I3s RICl11s 699.1 1.97 1.44 sim 11s
2611s R2C2s 985.6 2.07 222 sim 13s
2912s R2C3s 124.9 2.11 08.01 sim 14s
21111s R2C4s 8.8 1.29 0.37 sim 15s
21211s R2C5s 173.9 1.99 1.54 sim 16s
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2.1213s R2Cé6s 100.1 1.91 1.55 sim 17s
3111s R3Cls 4587.9 2.03 02.07 sim 18s
3211s R3C2s 297.8 1.73 0.70 sim 19s
3711s R3C3s 894.7 1.85 01.02 sim 20s
3713s R3C4s 270.4 1.71 0.92 sim 21s
38I1s R3C5s 1512.2 1.84 1.10 sim 22s
3913s R3C6s 526.3 1.25 0.45 sim 23s
4215s R4Cls 1044.0 1.72 0.82 sim 24s
5112s R5Cls 795.4 1.90 1.12 sim 25s
5.113s R5C2s 557.9 1.95 1.86 sim 26s
5.114s R5C3s 1056.8 1.98 1.37 sim 27s
5211s R5C4s 1234.7 2.11 2.17 sim 28s
5312s R5C5s 872.4 1.94 1.65 sim 29s
5411s R5Cé6s 987.0 1.89 1.20 sim 30s
5412s R5C7s 2616.4 1.95 1.46 sim 31s
5413s R5C8s 393.3 1.22 1.83 sim 32s
5511s R5C9s 932.9 1.82 0.94 sim 33s
6.111s R6Cl1s 867 1.99 1.39 sim 34s
6.112s R6C2s 1947.7 1.96 1.38 sim 35s
6311s R6C3s 23.0 1.99 02.01 sim 36s
6.515s R6C4s 504.4 1.96 1.41 sim 37s
7.615s R7Cls 1039.5 1.98 1.66 sim 38s
7913s R7C2s 1338.3 1.96 1.38 sim 39s
7.1011s R7C3s 829.0 1.99 1.52 sim 40s
821I1s R8Cls 575.4 1.95 1.22 - 41s
8212s R8C2s 439.4 1.94 1.26 - 42s
8213s R8C3s 1492.7 2.00 1.37 sim 43s
8312s R8C4s 190.7 1.72 0.72 - 44s
8313s R8C5s 477.10 1.97 1.33 - 45s
8411s R8C6s 782.2 2.03 1.52 - 46s
8412s R8C7s 136.5 1.99 1.51 - 47s
8413s R8C8s 413.1 1.59 0.63 - 48s
8512s R8C9s 947.8 1.53 0.54 sim 49s
851I5s R8C10s 1759.3 1.73 0.77 sim 50s
8612s R8Cl11s 481.6 1.76 0.84 - 51s
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8615s R8C12s 982.5 1.85 01.04 sim 52s
8711s R8C13s 772.3 1.96 1.65 - 53s
8712s R8C14s 1563.3 1.90 1.38 sim 54s
8713s R8C15s 1255.3 02.08 1.71 sim 55s
8714s R8C16s 1148.9 2.10 02.03 sim 56s
8913s R8C17s 815.5 2.12 1.91 sim 57s
8914s R8C18s 778.9 1.99 1.51 - 58s
8.1011s R8C19s 1006.3 1.90 1.13 sim 59s
9.112s R9C2s 552.5 2.11 1.83 - 61s
9.113s R9C3s 261.0 1.85 1.22 - 62s
9.114s R9C4s 327.9 2.00 1.62 - 63s
9.115s RIC5s 829.1 2.04 1.66 sim 64s
9211s R9C6s 1007.2 2.02 1.66 sim 65s
9212s R9C7s 615.0 2.05 1.64 - 66s
9311s RIC8s 549.3 1.85 1.36 - 67s
9511s R9C9s 596.4 2.03 1.58 - 68s
9.611s R9C10s 841.4 1.74 0.79 sim 69s
9.612s R9Cl11s 286.8 2.07 1.84 - 70s
9.613s R9C12s 1128.3 2.06 1.74 sim 71s
9.711s R9C13s 762.6 2.01 1.61 - 72s
9.712s R9C14s 668.7 2.11 1.93 - 73s
9.715s R9C15s 956.1 2.04 1.76 sim 74s
9911s R9C16s 1317.6 2.10 1.84 sim 75s
9912s R9Cl17s 1153.5 2.08 1.82 sim 76s
9913s R9C18s 1017.9 2.06 1.64 sim 77s
9.1013s R9C19s 877.7 02.05 1.66 sim 78s
10.111s R10Cls 603.1 1.92 1.20 - 79s
10.213s R10C2s 605.3 2.06 1.65 - 80s
10216 R10C3s 776.6 2.04 1.50 - 81s
10311s R10C4s 650.7 2.00 1.58 - 82s
103135 R10C5s 556.0 1.98 1.40 - 83s
10314s R10C6s 874.5 1.91 1.16 sim 84s
10315s R10C7s 817.9 2.02 1.59 sim 85s
103165 R10C8s 779.4 2.06 1.65 sim 86s
10411s R10C9s 833.6 1.96 1.28 sim 87s
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10.612s R10C10s 938.5 1.93 1.16 sim 88s
10.711s R10Cl11s 9233 1.99 1.46 sim 89s
10.712s R10C12s 704.3 2.00 1.21 - 90s
10.812s R10C13s 445.8 2.03 1.53 - 91s
10.814s R10C14s 766.8 2.04 1.65 - 92s
1091I1s R10C15s 556.8 1.94 02.02 - 93s
10912s R10C16s 997.0 1.99 1.40 sim 94s
10913s R10C17s 771.5 2.00 1.44 - 95s
10.10I1s R10C18s 404.6 1.96 1.33 - 96s
10.1014s R10C19s 868.2 2.07 1.83 sim 97s
10.1211s R10C20s 181.8 1.69 0.81 - 98s
I11.511s R11Cl1s 944.8 2.06 1.51 sim 99s
11.512s R11C2s 485.2 2.00 1.39 sim 100s
11.811s R11C3s 881.9 2.03 1.72 sim 101s
11.10I1s R11C4s 1034.3 1.93 1.20 sim 102s
11.10I5s R11C5s 590.0 1.95 1.29 sim 103s
12.111s R12ClIs 1091.8 2.09 1.73 sim 104s
12211s R12C2s 584.5 2.04 1.64 - 105s
12311s R12C3s 987.3 2.02 1.66 sim 106s
123125 R12C4s 1048.5 2.03 1.80 sim 107s
12313s R12C5s 569.0 2.04 1.57 - 108s
12315 R12Cé6s 841.4 1.94 1.34 sim 109s
126115 R12C7s 904.2 1.97 1.33 sim 110s
12614s R12C8s 725.3 2.02 1.53 sim 111s
12.714s R12C9s 968.9 02.04 1.55 sim 112s
12812 R12C10s 983.3 02.09 1.69 sim 113s
12814s R12Cl11s 803.5 02.04 1.63 sim 114s
129125 R12C12s 368.8 1.70 0.89 - 115s
12.1013s R12C13s 941.1 02.07 1.68 sim 116s
12.1111s R12C14s 895.5 02.04 1.70 sim 117s
12.1113s R12C15s 655.8 02.04 1.56 sim 118s
12.1115s R12Cl16s 120.2 02.08 2.18 - 119s
12.1116s R12C17s 778.2 1.98 1.49 sim 120s
RI1P1 12U R1Clu 83.4 1.72 1.01 sim lu

R1P416 U R1C2u 201.7 1.90 1.45 sim 2u
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R1P417 U R1C3u 247.5 1.88 1.28 sim 3u
R1P6 19 U R1C4u 28.1 1.44 0.52 sim 4u
R2P1 17U R2Clu 57.1 1.60 0.59 - Su
R2P1 I8 U R2C2u 61.0 1.82 1.61 - 6u
R2P2 12U R2C4u 73.5 1.68 0.92 sim 8u
R2P3 13U R2C5u 47.6 1.84 1.47 - %u
R2P3 15U R2C6u 51.0 1.80 1.49 - 10u
R2P6 19 U R2C7u 1685.7 1.88 1.43 sim llu
R2P8 112U R2C8u 32.0 1.79 1.69 - 12u
R2P10 117 U R2C10u 145.8 1.89 1.89 sim 14u
R2P10 118 U R2Cl11u 38.4 1.87 1.30 - 15u
R2P10 120U R2C12u 73.0 1.86 1.79 sim 16u
R2P10 124 U R2C14u 33.1 1.79 1.21 - 18u
R2P10 125 U R2C15u 48.0 1.78 1.43 - 19u
R2P10 130 U R2C16u 44.7 1.72 1.03 - 20u
R2P10 131U R2C17u 84.1 1.94 1.98 sim 21u
R3P1 I3 U R3Clu 947.0 1.99 1.63 sim 22u
R3P2 15U R3C2u 238.5 1.98 1.53 sim 23u
R3P4 19 U R3C3u 139.1 1.98 1.63 sim 24u
R3P4 110U R3C4u 966.1 1.97 1.37 sim 25u
R3P4 114U R3C5u 1342.5 1.95 1.36 sim 26u
R3P6 119U R3C6u 245.5 1.86 1.31 sim 27u
R3P6 121 U R3C7u 658 1.94 1.44 sim 28u
R3P8 124 U R3C8u 605.8 1.97 1.32 sim 2%u
R3P9 126 U R3C9u 635.2 1.87 1.39 sim 30u
R3P9 128 U R3C10u 514.1 1.95 1.51 sim 31lu
R3P9 129 U R3Cl11u 1531.4 1.88 1.23 sim 32u
R4P1 13U R4Clu 246.4 1.87 1.15 sim 33u
R4P1 17U R4C2u 313.4 1.78 1.03 sim 34u
R4P1 19U R4C3u 1665.8 2.02 1.46 sim 35u
R4P1 110U R4C4u 1497.6 2.02 1.56 sim 36u
R4PI 115U R4C5u 130.8 1.86 2.21 sim 37u
R4P2 131U R4C6u 24.7 1.75 1.01 sim 38u
R5P1 12U R5Clu 211.5 2.00 1.59 sim 3%9u
R5P1 13U R5C2u 194.9 2.00 2.02 sim 40u
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R5P1 14U R5C3u 65.9 1.89 1.88 sim 41u
R5P1 15U R5C4u 260.5 2.05 1.89 sim 42u
R5P1 112U R5C5u 697.6 2.14 2.27 sim 43u
R6P3 11 U R6C2u 133.0 1.84 1.91 sim 45u
R6P3 12 U R6C3u 1477.0 1.82 1.29 sim 46u
R6P3 118 U R6C4u 97.7 1.88 1.82 sim 47u
R6P4 120 U R6C5u 164.7 1.79 1.48 sim 48u
R6P8 112 U R6C6u 43.6 1.84 1.87 sim 4%u
R6P9 114 U R6C7u 315.8 1.93 1.33 sim 50u
R7P1 12 U R7Clu 1133.1 1.86 1.07 sim 51u
R7P1 I3 U R7C2u 537.6 1.94 1.32 sim 52u
R7P2 11 U R7C3u 1103.3 1.90 1.28 sim 53u
R7P2 13 U R7C4u 889.5 1.98 1.61 sim 54u
R7P3 11 U R7C5u 932.7 1.92 1.36 sim 55u
R7P3 12U R7C6u 174.2 1.42 0.64 sim 56u
R7P4 11 U R7C7u 113.0 1.90 2.28 sim 57u
R7P512U R7C8u 302.7 2.01 2.35 sim 58u
R7P513 U R7C%u 191.4 1.87 2.23 sim 5%u
R7P6 11 U R7C10u 2233 1.88 2.21 sim 60u
R7P6 12 U R7Cl11u 22.7 1.90 2.13 - 61u
R7P713 U R7C12u 75.7 1.88 2.13 - 62u
R7P9 11 U R7C13u 258.1 1.83 1.68 sim 63u
R7P1013 U R7C14u 1027.5 1.92 1.18 sim 64u
R7P1014 U R7C15u 77.1 1.80 1.43 sim 65u
R8P1 I3 U R8Clu 87.8 1.87 1.92 sim 66u
R8P2 13 U R&8C2u 71.5 1.87 1.68 - 67u
R8P3 11 U R&8C3u 79.9 1.83 1.97 sim 68u
R8P3 I3 U R8C4u 833.1 1.32 0.57 sim 69u
R8P6 13 U R8C5u 97.9 1.87 1.48 sim 70u
R8P6 14 U R8C6u 234.2 1.78 1.25 sim T1u
R8P7 I3 U R8C7u 11.3 1.43 0.46 - T2u
R8P8 12 U R&8C8u 591.5 1.83 1.51 sim 73u
R8POI2 U R8C9u 613.7 2.0 1.58 sim T4u
R8PI1OI1 U R8C10u 58.9 1.59 0.72 - 75u
R9PI11 14 U R9Clu 276.10 1.81 1.62 sim 76u
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R9P11 14.1U R9C2u 276.11 1.82 1.46 sim TTa
ROPIT1 IS U R9C3u 276.12 1.85 1.87 sim 78u
ROP11 17U R9C4u 112.7 1.70 0.97 sim 79u
R10P7 12U R10Clu 460.1 1.85 1.85 sim 80u
R10P714 U R10C2u 1087.5 2.04 1.76 sim 8lu
R10P8 11 U R10C3u 40.8 1.86 1.90 - 82u
R10P8 14 U R10C4u 450.3 1.85 1.86 sim 83u
R10P9I1 U R10C5u 409.4 1.88 2.39 sim 84u
R10P1014 U R10C6u 660.9 2.04 1.71 sim 85u
R10P10 16 U R10C7u 129.7 1.84 1.82 sim 86u
R10P10 17 U R10C8u 153.3 2.02 1.85 sim &7u
R11P212U R11Clu 437.0 1.99 1.62 sim 88u
R11P3 12 U R11C2u 12.5 1.73 1.14 sim 8%u
RI11P3 I3 U R11C3u 256.4 1.61 0.79 sim 90u
R11P712 U R11C4u 45.2 1.85 1.92 sim 91u
R11P9 11 U R11C5u 124.3 1.79 1.34 sim 92u
RI12P1 I3 U R12Clu 156.8 1.78 1.38 sim 93u
R12P1 14U R12C2u 111.0 1.79 1.48 sim 94u
R12P214 U R12C3u 396.5 1.88 2.01 sim 95u
R12P3 11 U R12C4u 39.7 1.80 1.43 - 96u
R12P414 U R12C5u 402.7 1.90 1.97 sim 97u
R12P514 U R12C6u 498.2 1.86 1.73 sim 98u
RI12P5I5U R12C7u 200.8 1.82 1.77 sim 99u
RI12P911 U R12C8u 738.3 1.85 1.83 sim 100u

Fonte: Autora (2026) Legenda: A planilha apresenta as informagdes referentes as amostras utilizadas neste estudo, apos serem
submetidas ao procedimento de fingerprinting com o primer (GTG)s. As letras adicionadas as identificagdes indicam a estagdo
correspondente:”’s” = estacdo seca, (1’ = estagdo umida. Assim, a presenga de “s” ou “U” apds o codigo auxilia na distin¢do imediata da
origem temporal da amostra. A coluna “Identificacdo” corresponde ao codigo original atribuido aos isolados no momento da coleta,
organizado de acordo com os 10 pontos de amostragem distribuidos ao longo do curso d’agua, conforme descrito na metodologia. Como
cada ponto gerou diversos isolados bacterianos, a identificagdo original reflete essa estrutura hierarquica (ex.: 1.1, 1.2, 1.3, etc.). A
coluna “Nova Identificagdo” foi atribuida para identificar os varios isolados provenientes de um mesmo Rio. A coluna “ng/uL” apresenta
a quantificacdo do DNA obtido apds as extragdes, enquanto as colunas “A260/A280” e “A260/A230” indicam os indices de pureza do
DNA, parametros essenciais para avaliar a qualidade das amostras antes das analises moleculares. A coluna “Selecionada” indica se a
amostra foi incluida entre as 80 escolhidas em cada estacfo (seca e imida) para compor o conjunto final utilizado nas analises
posteriores, com base na combinagdo entre representatividade do ponto de coleta, concentragdo adequada de DNA e pureza satisfatoria.
Por fim, a coluna “Cédigo DNA” corresponde ao novo codigo atribuido a extragdo de DNA. Essa nova identificagao foi realizada para
padronizar e garantir melhor visualizagdo para as etapas subsequentes da analise molecular.
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ANEXO A - Genes de fatores de viruléncia de patotipos entéricos de E. coli : colonizagdo, aptiddo, toxinas e

efetores.

Class V:;clte:: ) Activity/Function Pathotype
bfp adesao, EPEC
eae fixacdo e apagamento do enterdcito, EPEC, EHEC
tir receptor de intimina translocado, EPEC, EHEC
lifA ligagdo inicial aos enterocitos, EPEC

csgA fimbrias curli, EPEC, EHEC

fimA fimbrias tipo I, EPEC, EHEC, DAEC

fimH fimbrias tipo I, ETEC, AIEC
bcsA estrutura da celulose, EPEC
cha formagao de biofilme, EHEC
saa formagao de biofilme, EHEC
sab formagao de biofilme, EHEC
toxB estabelecimento de biofilme e adesdo, EHEC
nleB formagao de biofilme, EHEC
Colonization nleE formagdo de biofilme, EHEC
nleH formagao de biofilme, EHEC
bleG formagao de biofilme, EHEC
1fp fimbrias polares longas, fixagdo inicial, EHEC
CFA/T fator de colonizagao, ETEC
CFA/TI fator de colonizagao, ETEC
CFA/IV fator de colonizagao, ETEC
CS1-6 colonizacdo (antigeno de superficie coli), ETEC
etpA anexo inicial, ETEC
aggR apego e adesdo, EAEC
aggA fimbria de adesdo agregativa, EAEC
aafA fimbria de adesdo agregativa, EAEC
agg3A fimbria de adesdo agregativa, EAEC
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ANEXO A - Genes de fatores de viruléncia de patotipos entéricos de E. coli : colonizacao, aptidao, toxinas e

efetores.
Virulence
Activity/Functi
Class Factor cavityunction Pathotype
aggdA fimbria de adesdo agregativa, EAEC
aggSA fimbria de adesao agregativa, EAEC
aap dispersina, dispersao de EAEC, EAEC
afaA-E Adesinas Afa/Dr, secre¢ao de IL-8, DAEC
rearranjo do citoesqueleto, destrui¢ao de
microvilosidades, adesinas Afa/Dr, secrecao de IL-8,
DraA-E expressdo de MICA DAEC
rearranjo do citoesqueleto, destrui¢do de
microvilosidades, adesinas Afa/Dr, secregao de IL-8,
daaA-E expressao de MICA DAEC
pop pili tipo I, adesina, DAEC
sdiA sinalizacdo de detec¢ao de quorum, EPEC
1utA sintese de aerobactina, EIEC
iucB receptor de ferro sideréforo complexo, EIEC
Fitness - ) .
yjaA proteina de resposta ao estresse polipeptidico, AIEC
fyuA captagdo de yersiniabactina férrica, AIEC
kpsMT II sintese de capsulas, AIEC
toxina shiga, localizag¢do de superficie da nucleolina e
stx1 efeito citotdxico, EHEC
toxina shiga, localizag¢ao de superficie da nucleolina e
stx2 efeito citotoxico, EHEC
Toxina ST I, diarreia aquosa e secretora, secrecao de
estA quimiocinas e citocinas, ETEC
Toxina ST II, diarreia aquosa e secretora, secrecao de
Toxins estB quimiocinas e citocinas, ETEC
LTI diarreia aquosa, ETEC
LTI diarreia aquosa, ETEC
eatA INUNDACAO, ETEC, EIEC
astA toxina enteroagregativa termoestavel, diarreia secretora, ETEC, EAEC, DAEC
ShET1 enterotoxina shigella 1, atividade intestinal secreta, ETEC
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efetores.
Virulence
Activity/Functi
Class Factor cavityunction Pathotype
ShET2 enterotoxina 2 de shigella, atividade intestinal secreta, ETEC
SPATE, toxina codificada por plasmideo, induzindo
extrusdo de células epiteliais, entrada de células
pet hospedeiras, EAEC, DAEC
SPATE, expressao de ShET1, induzindo extrusao de
pic células epiteliais, atividade mucolitica, EIEC, EAEC
sigA SPATE, citotoxina, acumulo de fluido intestinal, EIEC, EAEC, DAEC
SPATE, toxina autotransportadora secretada,
sat prejudicando a juncao estreita, mediando a autofagia, EAEC, DAEC
enterotoxina extracelular de shigella, citotoxina,
sepA homologo semelhante a protease IgA, EAEC
hlyE toxina alfa-hemolisina, EAEC
estruturas translocadoras de T3SS, pili comum de E.
espA coli, EPEC, ETEC
estruturas translocadoras do T3SS, inibi¢ao da
espB fagocitose, EPEC
espC clivagem das estruturas translocadoras do T3SS, EPEC
espD estruturas translocadoras do T3SS, EPEC
morte mitocondrial, ruptura de juncdes estreitas, evasao
espF imunologica, morte de células hospedeiras, EPEC, EHEC
espH inibi¢do da fagocitose, EPEC
Effectors espJ inibicao da fagocitose, formagao de biofilme, EPEC, EHEC
espP clivagem das estruturas translocadoras do T3SS, EPEC, DAEC
espT morte da célula hospedeira, EHEC
interromper a funcionalidade da membrana
MAP mitocondrial, morte da célula hospedeira, EPEC
ativagao do inflamossomo, ruptura de jungdes estreitas,
nleA inibi¢do da secrecao de citocinas, EPEC
etp Proteina autotransportadora, ETEC
tolC secrecao de toxinas ST, ETEC
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efetores.
Class V::cl::: ) Activity/Function Pathotype
nleF morte da célula hospedeira, ativagao do inflamossomo, EPEC, EHEC
cif interrupcao do ciclo celular, atrasa a apoptose, EPEC
Efetor tipo III, reorganizagdo do citoesqueleto, bloqueio
ipaA da morte celular, EIEC
Efetor tipo 111, adesdo, escape do fagossomo, renovacao
ipaB celular, EIEC
Efetor tipo 111, adesdo, polimerizag¢ao de actina, escape
ipaC de fagossomo, EIEC
Efetor tipo III, adesao, escape do fagossomo, bloqueio
ipaD da morte celular, EIEC
ipaH amortecer as respostas inflamatdrias, invasao, EIEC, AIEC
inibicdo da membrana de trafego da célula hospedeira,
ipal inibicao dos inflamossomas, EIEC
ipgB1 reorganizagao do citoesqueleto, formagdo de babados, EIEC
ipgD reorganizagdo do citoesqueleto, EIEC
reorganizacao do citoesqueleto, bloqueio da morte
VirA celular, inibi¢do da autofagia, EIEC
virB sintese do gene do fator de viruléncia, EIEC
virF expressao génica do fator de viruléncia, EIEC
virG Nucleagao de actina, EIEC
ospB amortecer as respostas inflamatorias, EIEC
ospE descolamento celular, EIEC
ospF amortecer as respostas inflamatdrias, EIEC
ospG amortecer as respostas inflamatorias, EIEC
ospl amortecer as respostas inflamatorias, EIEC
ospZ amortecer as respostas inflamatorias, EIEC
icsB inibi¢cdo da autofagia, ETEC
aalA-Y sistema de secrecao tipo VI (T6SS), EAEC
ibeA proteina de invasao ibeA, AIEC
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efetores.
Virul
trufence Activity/Function
Class Factor Pathotype
aaiA-Y sistema de secre¢ao tipo VI (T6SS), EAEC

Fonte: Adaptado de PAKBIN et a/ (2021).
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