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RESUMO

A campilobacteriose, apesar de pouco estudada, pode representar um
problema de Saude Publica em nosso Pais, tendo em vista as precarias condigbes
sanitarias de boa parte da populacdo. Entretanto, sua aquisicdo, manutencao e
transmissdao no Brasil s6 poderdo ser estimadas e valorizadas a partir de
investigacdes criteriosas, incluindo néo s6 as pesquisas zoondticas em humanos e
animais, mas também relacionadas ao ambiente. Durante o periodo de agosto de
2007 a dezembro de 2008 investigou-se, a presenca de Campylobacter spp. como
potencial indicador microbiolégico de contaminacdo em amostras de agua do baixo
curso do rio Sdo Joao — RJ. O sitio de estudo, localizado na Regido dos Lagos,
serve como modelo de regides que apresentam importantes atividades turisticas e
econdmicas, possuindo grande afluxo populacional, que promove desequilibrios e
impactos ao ecossistema. O trabalho incluiu também a pesquisa deste
microrganismo na agua de abastecimento da populagao local, pogos, e fezes de
voluntarios, tendo sido isolados 28 representantes deste género. No processo de
isolamento e identificagdo realizou-se a metodologia classica fenotipica seguida da
analise genotipica onde foram caracterizadas as seguintes espécies: C. jejuni (50%),
C. coli (21,43%) e Campylobacter sp. (28,57%). O alto indice de isolamento de
Campylobacter no rio S&o Jo&o, (em todos os pontos de coleta) indica a
contaminagao por essas bactérias e sua possivel manuteng¢ao natural no ambiente.
Todavia sua total auséncia na agua distribuida pela rede publica sugere efetividade
no processo de tratamento, ja que a agua é retirada da lagoa de Juturnaiba, um dos
pontos que apresentou maior percentual de positividade para este género dentro do
nosso estudo. O estabelecimento no futuro de um manejo mais adequado para esse
manancial representara a melhoria da qualidade de vida da populacdo do entorno,
diretamente exposta, proporcionando também a reducdo dos problemas de saude

publica decorrentes do uso de agua contaminada.



ABSTRACT

The campylobacteriosis, although little studied, may represent a public health
problem in our country, given the precarious health conditions of much of the
population. However, its acquisition, maintenance and transmission in Brazil can only
be estimated and valued from research on, including not only the research zoonoses
in humans and animals, but also related to the environment. During the period
August 2007 to December 2008 it was investigated, the presence of Campylobacter
spp. as a potential indicator of microbiolocal contamination in water samples in the
lower course of the Sdo Joéo river - RJ. The site of study at Lake’s Region, serves
as a model for regions that have major economic and tourist activities, with major
population influx, which promotes imbalances and impacts on ecosystems. The work
also included a search of this microorganism in the water supply of the local
population, wells, and feces of volunteers, 28 isolates were representatives of this
genus. In the process of isolation and identification was held on classic phenotypic
methods followed by genetic analysis which were characterized the species: C. jejuni
(50%), C. coli (21.43%) and Campylobacter sp. (28.57%). The high rate of isolation
of Campylobacter in the river S&o Jodo, (in all the collection points) indicates that
contamination by these bacteria and their possible retention in the natural
environment. However its total absence in the water distributed by public, suggests
efficacy in the treatment process, due to the fact that water is removed from the
lagoon of Juturnaiba, a point which had a higher percentage of positivity for this
genus within our study. The future establishment of a more appropriate management
for this source will improve the quality of life of the surrounding area, directly
exposed, providing also the reduction of public health problems arising from the use

of contaminated water.



Sumario

21

2.2

23

24

241
2411
241.2
2413
24131

5.1
5.2

6.1
6.2
6.2.1
6.2.2
6.2.3
6.3
6.3.1
6.3.2

6.3.3

Introducao

Referencial Teodrico

A Legislacao das aguas

Disponibilidade hidrica: a visao regional

O abastecimento de agua

Poluicao dos recursos hidricos e efeitos na saude humana
Indicadores Comuns de Poluicdo Hidrica
Coliformes

Coliformes Totais e Coliformes Fecais
Campylobacter spp.

Caracteristicas da doenca: campilobacteriose
Perguntas Condutoras

Justificativa

Objetivos

Objetivo Geral

Objetivos Especificos

Metodologia

Area de estudo

Delineamento do estudo

Amostras ambientais

Amostras de fezes de origem humana
Amostras de fezes de origem animal
Metodologia Laboratorial

Metodologia para analise de amostras de agua

Metodologia para analise de amostras de origem fecal (humana e

animal).

Experimentos de Biologia Molecular

Pag.

© N b

13
16
16
17
20
22
25
26
29
29
29
30
30
31
32
33
35
36
36
39

40



6.3.3.1
6.3.3.1.1
6.3.3.1.2
6.3.3.2
6.3.3.2.1
6.3.3.2.2
6.3.3.2.3
6.3.3.2.4
6.3.3.3

71
7.2

10.
11.
12.

Extracdo do DNA
Método da Lise com Isotiocianato de Guanidina
Método de Extracao e Purificagao Através do Kit Comercial G&E

Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Genes associados ao género

Gene flaA

Reacao com os iniciadores C1 e C4
Outros Genes associados a viruléncia

Analise dos produtos da PCR

Resultados

Amostras ambientais

Amostras de fezes

Discussao

Conclusbdes

Perspectivas de estudos futuros e recomendacoes
Referéncias Bibliograficas

Anexos

Pag.
40
41
42
43
43
44
45
46
46
48
48
49
57
66
69
70
87



Lista de Figuras

1.

10

11.

12.

Fotografia por Microscopia Eletrénica - demonstracdo da morfologia
celular tipica de bactérias do género Campylobacter.

Bacia Hidrografica do rio S&o Joao.
Localizagao dos pontos de coleta no baixo curso do rio Sdo Joao.
Resultado da PCR associada a diferenciagcao das espécies

Gel de agarose a 1% utilizado para visualizar a qualidade do DNA das
amostras extraidas pela técnica da Guanidina.

Géis de agarose demonstrado o resultado da PCR com os primers
associados a diferenciagao das espécies.

Gel da PCR realizada com os primers de género (Linton et al.1996).

Gel da PCR realizada com os primers de género, amostras extraidas
pelo método da Guanidina.

Gel da PCR realizada com os primers de género, amostras extraidas
pelo Kit G&E.

Gel de agarose a 1% utilizado para visualizar a qualidade do DNA das
amostras extraidas pela técnica do Kit G&E.

Gel da PCR realizada com os primers de género, amostras extraidas
pelo Kit G&E.

Gel de agarose realizado com os primers para evidenciagao de

presencga de adesina (colonizagao)

Pag.
20

31
32
51

52

53

54

54

54

55

55

56



Lista de Quadros

1.

Primers usados para PCR neste estudo.

Perfil de pH/ temperatura das amostras de agua por ponto de coleta.

Altura do nivel do rio/ horario das coletas baseado na tabela de marés
do Porto do Forno — Arraial do Cabo/RJ.

Resultados positivos para Campylobacter nas amostras de origem
ambiental por pontos de coleta.

Caracteristicas do material de origem fecal humano analisado.

Pag.
43

48

48

49

50



Lista de Graficos

Pag.
1. Percentuais de positividade de Campylobacter em amostras coletadas 50

de animais relacionados aos casos positivos em humanos.



1.  INTRODUGAO

A saude ambiental como subarea da saude publica, busca articular o
conhecimento cientifico interdisciplinar, de forma a contribuir para a formulagao de
politicas publicas para o desenvolvimento humano sustentavel, através da inter-
relagdo entre os aspectos do ambiente que impactam a saude e vice-versa, como
forma de entender cada vez mais esse processo interativo e dinamico,
proporcionando mitigar com agdes concretas os agravos a saude e ao ambiente

(Tucci et al. 2000).

Do ponto de vista da questdao saude, a influéncia do ambiente pode ser
positiva ou negativa, na medida em que promova condigdes que propiciem o bem
estar e a plena realizacdo das capacidades humanas para todas as populacdes ou
contribuam para o aparecimento e manutengdo de doengas, agravos e lesdes
traumaticas colaborando para o aniquilamento e morte da populacdo como um todo

ou para grupos populacionais particulares (Geo-Brasil 2002).

A promogao do acesso a agua de qualidade e a protegao contra os riscos
decorrentes dos contaminantes de importancia e repercussao na saude publica nela
presentes, sdo de grande relevancia para a humanidade (Lehtola et al. 2006,
Fernandes Neto & Ferreira 2007). Nesse aspecto, o Conselho Nacional de Saude
apresenta & sociedade brasileira os maiores desafios atuais para o Sistema Unico
de Saude (SUS): estruturagdo do novo modelo de atengdo a saude que, a partir da
grande funcdo de saude publica, subordine os conceitos e programas de assisténcia

médica individual aos preceitos e programas dos interesses coletivos e direitos da



cidadania, e realize, efetivamente, as ag¢des de promogdo e protecdo da saude

(Brasil 2002).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS 2001), cerca de 85% das
doencgas conhecidas sdo de veiculagao hidrica, ou seja, estdo relacionadas a agua.
O agravo em saude, mais comumente associado a agua contaminada por esgotos, €
a gastrenterite, que pode levar, principalmente as criangas, a desidratagao (Scarcelli
et al. 1998). A OMS (2000) destaca o fato do Campylobacter jejuni ser o agente
mais frequentemente relatado nos casos de gastrenterite em seres humanos nos
paises desenvolvidos. Sua presenga remete a diarréia aguda com codlicas
abdominais, onde pessoas de todas as idades podem ser afetadas pela doenca

(Butzler, 2004).

Isso acontece porque o contato entre as pessoas e as fontes de
contaminagao é pouco frequente, ndo propiciando o desenvolvimento precoce da
imunidade, levando a quadros graves de gastrenterite aguda quando ocorre o
primeiro contato (Butzler, 2004). Ao contrario, em paises em desenvolvimento, as
infecgdes sdo muito freqlientes e os individuos tornam-se imunes no primeiro ano de
vida, dificultando a ocorréncia de casos sintomaticos em criangas maiores ou em

adultos (Rees et al. 1995, Cowden 1992).

No Brasil, ha relatos da presenga de Campylobacter spp. em fezes de
individuos com diarréia aguda ou crénica e até mesmo, em individuos

assintomaticos, observando-se que a ocorréncia nos quadros diarréicos tem variado



entre 2,3% a 17,0%, dependendo da faixa etaria e das condi¢cdes socioecondmicas

dos pacientes (Viana et al. 1986, Pavan et al. 1988, Ruiz-Esquide et al. 2003).

Por ser pouco estudado na América Latina, Campylobacter tem sido
negligenciado em investigagdes, da area de saude publica, realizadas no Brasil,
principalmente naqueles que tentam associar os disturbios gastrintestinais a
problemas relacionados ao manejo do ambiente. Todavia, por seu potencial de
veiculacdo hidrica, ha subsidios cientificos que apontam ser de suma importancia
obter dados sobre sua distribuicdo no ambiente e possiveis portadores, bem como
sobre sua relagdo com acometimentos diarréicos na populacdo, sendo esta a

vertente exploratéria desta dissertacao.

Levando em conta os trabalhos anteriores e considerando a avaliacdo
sanitaria como parametro de qualidade de uma bacia hidrografica, neste trabalho
pesquisamos Campylobacter spp. como possivel indicador de degradagao hidrica do
rio Sdo Jodo, em amostras de agua do rio, na agua de abastecimento e em
amostras obtidas de individuos voluntarios, com ou sem quadro de diarréia, que
procuraram atendimento nos servicos de saude da localidade ou frequentadores de
estabelecimentos como associagdes de moradores e entidades privadas de servigo

a populacéo.



2. REFERENCIAL TEORICO

Na area de saude publica é extremamente importante avaliar as relagdes
existentes entre medidas de saneamento e saude de populagbes humanas. A
relagdo do processo saude-doenca com as acodes de infra-estrutura de saneamento
tem sido reconhecida pelos mais diversos organismos do setor, inclusive os

internacionais como a Organizagdo Mundial da Saude (OMS).

No Brasil, essa preocupacao se estabeleceu principalmente a partir da
década de 1980 e tomou vulto nos ultimos anos, principalmente pelo interesse
cientifico na percepgao do afastamento entre as politicas publicas do setor de
saneamento basico e a visdo de saude publica (Bonatto 2000). O reconhecimento
desta sistematica estimula entidades do setor de saude no Brasil a aprofundar as
questdes da relagdo saneamento-saude, aperfeicoando as abordagens nas praticas

de ag¢des de saneamento (Cook & Bolster 2007).

2.1. A Legislacao das aguas

O marco legal na gestao dos recursos hidricos no Brasil & o Cddigo de Aguas,
estabelecido em 1934, pelo Decreto Federal n°: 24.643. O codigo foi instituido no
momento em que o Brasil passava de uma economia baseada no setor agrario para
uma economia urbano-industrial e necessitava da producdo de energia hidrelétrica

para movimentar esse setor.

Segundo Leal (1998), apesar do Cddigo ser antigo, ele estabeleceu aspectos

importantes e conceitos atuais sobre a gestdo das aguas, como:



a) A aplicagéo do principio de usuario-pagador: no paragrafo 2° do artigo 36, é
definido que "o uso da aguas pode ser gratuito ou retribuido".

b) A necessidade de preservagao das condigdes da agua pelo usuario de montante
perante os usuarios de jusante, colocada no Titulo lll, que regulamenta o
aproveitamento das aguas comuns.

c) O regime de outorga, estabelecido pelo artigo 43, definindo que “as aguas
publicas ndo podem ser derivadas para as aplicagdes da agricultura, da industria e
da higiene sem a existéncia de concessao administrativa”.

d) A definicdo do uso prioritario da agua para o abastecimento publico: no artigo 36
fica estabelecida a "preferéncia da derivacado para o abastecimento das populagdes".
e) A defesa do aproveitamento multiplo das aguas, colocada pelo artigo 51,
estabelecendo que "em regulamento administrativo se dispora sobre as condigdes
de derivagdo, de modo a conciliarem quanto possivel os usos a que as aguas se

prestam"”.

Varios desses principios sao bastante atuais, porém nao foram aplicados por
falta de uma regulamentacao especifica. Para Leal & La Rovere (1997) isso mostra
que uma legislagdo adequada € fundamental, mas nao suficiente para estabelecer
determinadas praticas, sendo necessario também um quadro institucional e uma

situagao politica que possibilitem sua regulamentagéo e aplicagao.

A Constituicdo Federal de 1988 estabelece apenas dois dominios para os
corpos d'agua: (1) dominio da Uni&do, para rios e lagos que banhem mais de um
estado, ou que sirvam de fronteira entre essas unidades, ou de fronteira entre o

Brasil e paises vizinhos, ou deles provenham ou para eles se estendam e (2)



dominio estadual, para os corpos d'agua que se situem exclusivamente em um

estado (MMARH 1997).

A Politica Nacional de Recursos Hidricos, prevista na Constituicdo de 1988,
estabelecida pela Lei n® 9.433 em janeiro de 1997, é um reflexo da proje¢ao mundial
de cenarios catastroficos em relagéo a disponibilidade de agua doce suficiente para
abastecer as futuras geragbes. O Brasil, com essa politica, passa a adotar
instrumentos de gestdo ja implementados em outros paises, como Franca e a
Alemanha, e que vém sendo incentivados por acordos internacionais (MMARH
1997). O Capitulo 18 item 16 da Agenda 21 coloca como pré-requisito para um
manejo sustentavel da agua o reconhecimento de seus custos totais, através de
cobranga de tarifas que reflitam o custo real da agua, quando usada como bem

econdmico (Agenda 21 1992).

Alguns principios basicos importantes, a serem considerados, foram
estabelecidos no artigo 1° da Lei das Aguas:
(1) a adogao da bacia hidrografica como uma unidade de planejamento;
(2) o uso multiplo das aguas;
(3) o reconhecimento da agua como um bem natural limitado;
(4) o reconhecimento do valor econémico da agua e

(5) a gestao descentralizada e participativa.

No artigo 5°, ficaram estabelecidos instrumentos para viabilizar a aplicagao
dos principios da lei:

(1) o Plano Nacional de Recursos Hidricos;



(2) a outorga de direito de uso dos recursos hidricos;
(3) a cobranga pelo uso da agua;
(4) o enquadramento dos corpos d'agua em classes de uso e

(5) o Sistema Nacional sobre Recursos Hidricos.

O item 2, ou seja, a outorga de direito de uso dos recursos hidricos € um
instrumento pelo qual o usuario recebe uma autorizagdo para fazer uso da agua.
Este instrumento disciplina o uso dos recursos hidricos e constitui-se, assim, no

elemento central de controle para o seu uso racional (MMARH 1997).

A Constituicdo Federal de 1988 e as Constituicdes Estaduais de 1989
permitiram que os estados também elaborassem sua propria legislagdo sobre
recursos hidricos. As leis estaduais devem seguir os principios da lei federal, porém
podem detalhar aspectos especificos da regido e criar seus préprios sistemas de
gestdao com diferentes estruturas institucionais (Rato & Macedo 1997). No Rio de
Janeiro, a Politica Estadual de Recursos Hidricos foi instituida em agosto de 1999,
pela Lei n°® 3.239, quando também foi criado o Sistema Estadual de Gerenciamento
de Recursos Hidricos. A Lei Estadual segue os mesmos fundamentos e diretrizes da
Lei Federal n° 9.433/97, porém expande sua abrangéncia para as aguas

subterrdneas.

2.2. Disponibilidade hidrica: a visao regional
O potencial hidrico do estado do Rio de Janeiro € de aproximadamente 30
km?®ano, o que resulta em disponibilidade per capita em torno de 2,2 mil m3/ano

(Setti et al. 2001). Esta disponibilidade hidrica €& suficiente para atender as



demandas atuais de consumo, mas esta proxima a uma potencial escassez, e
coloca o estado em sétimo lugar entre os de menor disponibilidade no pais.
Estima-se que as demandas para usos preponderantes (abastecimento
publico, irrigacdo e uso industrial) estejam na faixa de 10% da disponibilidade
(Demanboro & Mariotoni 2001), o que indica que investimentos significativos serao

necessarios no futuro.

A Serra do Mar, que atravessa longitudinalmente o estado do Rio de Janeiro,
€ o grande divisor de aguas desse estado, separando a drenagem natural em duas

principais vertentes, a do Rio Paraiba do Sul e a Atlantica.

A vertente Atlantica corresponde a cerca de 40% do territério fluminense,
agrupando cerca de 80% da populagdo do estado. Como o divisor de aguas é
vizinho ao litoral, ndo ha o desenvolvimento de uma grande bacia hidrografica, mas
a formacao de dezenas de bacias, de variados tamanhos, que nascem na Serra do
Mar e desaguam nas lagoas costeiras, baias ou diretamente no Oceano Atlantico.
Geralmente, essas bacias possuem uma grande amplitude altimétrica e um canal de
drenagem principal pouco extenso, resultando em alta declividade no alto curso, o
que gera uma abrupta ruptura de declive, quando os canais alcangam as planicies
costeiras, predominantemente, de pequenas extensdes (Francisco & Carvalho

2004).

A bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul é a maior do estado, com uma area
correspondente a 57% no territério fluminense. Esta bacia é responsavel pelo

fornecimento hidrico de cerca de 11 milhdes de habitantes, residentes entre os



municipios de Resende e Campos. Por atravessar trés estados: Minas Gerais, Sao
Paulo e Rio de Janeiro, o rio Paraiba do Sul é de ambito federal. Em territorio
fluminense, sua bacia é formada por diferentes sub-bacias cujas nascentes estdo no
reverso da Serra do Mar e sdo responsaveis pelo provimento dos municipios

serranos (Francisco & Carvalho 2004).

A regido abrangida pela bacia hidrografica do rio Sdo Joao esta localizada na
zona leste do Estado do Rio de Janeiro, sudeste do Brasil, entre as coordenadas de
22° 22’ e 22°50’ da latitude sul e de 42°00’ e 42°40’ de longitude oeste e possui
aproximadamente de 2190 km? de area, abrangendo 06 municipios: Silva Jardim
(45,5%), Araruama (17,7%), Casimiro de Abreu (16,4%), Rio Bonito (11,4%), Cabo

Frio (8,3%) e Cachoeiras de Macacu (0,6%) (Saunders & Rezende 2003).

O rio Sao Joao nasce na Serra do Sambé, nos contrafortes da Serra do Mar,
a uma altitude de 740m, no municipio de Cachoeiras de Macacu, percorre a regiao
no sentido oeste-leste, indo desaguar no Oceano Atlantico apds 150 km de extensao

(Saunders & Rezende 2003).

2.3. O abastecimento de agua

No estado, o principal sistema de suprimento de agua € o rio Guandu, que
abastece a cidade do Rio de Janeiro e a Baixada Fluminense, apresentando uma
capacidade compativel com a necessidade de 9,6 milhdes de habitantes. Apesar do
Guandu se localizar na Vertente Atlantica, recebe aguas do rio Paraiba do Sul,

através de uma transposi¢cao em Barra do Pirai, com desvio de 120 m?¥/s, enquanto a



10

sua vazdo meédia original € de apenas 3,2 m?®s. A vazao distribuida para o

abastecimento pelo sistema é de 40 m?/s (Selles 2002).

A cidade do Rio de Janeiro e a Baixada Fluminense também s&o abastecidas
por Ribeirdo das Lajes, além de outros mananciais menores que formam pequenos
sistemas de abastecimento. A represa de Ribeirdo das Lajes apresenta uma
capacidade de atendimento de 1,1 milhdo de habitantes, com uma vazao distribuida

de 5 m3¥/s (Francisco & Carvalho 2004).

A bacia do rio Macacu, localizada na Vertente Atlantica e com um total de
1.260 km? é responsavel, através do sistema Imunana-Laranjal, pelo abastecimento
dos municipios de Itaborai, Sdo Gongalo e Niterdi, atendendo a 8% da populagéo

total do estado, ou seja, 1,2 milhdo de habitantes (Francisco & Carvalho 2004).

Localizada na bacia do rio Sdo Jodo, com uma area de 2.190 km?, a lagoa de
Juturnaiba, também na Vertente Atlantica, abastece os municipios da regido dos
lagos. Atendendo uma populagdo de aproximadamente 490 mil habitantes, este
sistema distribui uma vazao de 1,3 m?3s, sendo que durante os feriados e o periodo
de verdo, a populagdo quase quadruplica (Planagua 2001). Deve-se destacar que
esta regido € a mais seca do estado, e que o rio Sdo Joao n&o corta esta regido, ou
seja, a solugcédo de abastecimento desta area ja é feita pela transposi¢cdo de aguas

entre regides (Francisco & Carvalho 2004).

Diante disto, as pequenas bacias hidrograficas irdo sofrer impacto crescente,

nao soO para atender a demanda de agua nas cidades médias, como também pelo
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préprio crescimento demografico nestas cidades, levando a ocupagao, nem sempre
planejada, destas bacias. Ao lado disso, as solugdes para atender a nova demanda
devem ser adotadas por municipios, onde recursos econdmicos e humanos sao
restritos (Tucci et al. 2000) e a responsabilidade politico-administrativa sobre corpos
d’agua que cruzam o territério ndo esta contemplada na esfera municipal, conforme

a legislagao federal e estadual (Milaré 2000).

Outros fatos devem ser destacados em relagdo ao abastecimento de agua no
estado do Rio de Janeiro:
a) O rio Paraiba do Sul, principal manancial do estado, possui alto nivel de poluigao.
Segundo o Comité para Integracdo da bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul
(CEIVAP), a bacia recebe 1 bilhdo de litros de esgoto n&o tratado, além dos
langamentos industriais toxicos e de residuos sélidos (Planagua 2001).
b) Na regido serrana, ocorre a maior regularidade das chuvas, demonstrando a
importancia da preservacao dos retalhos de Mata Atlantica ainda presentes na area,
garantindo assim a reposi¢céo de agua das pequenas bacias hidrograficas do estado.
¢) Os municipios se situam geralmente, em pequenas bacias hidrograficas, portanto
as solugdes para o provimento de agua sao baseadas nestes mananciais.
d) A existéncia de uma regido no estado (regido dos lagos), onde ha déficit hidrico, e
gue ja esta sendo abastecida pela bacia do rio Sdo Joéo, situada fora da regiao.
e) A potencial insuficiéncia hidrica do estado agravada pela poluigdo do principal
manancial do estado, rio Paraiba do Sul, fazendo com que as pequenas e meédias
bacias hidrograficas, cujas nascentes se encontram no estado, tornem-se

alternativas de abastecimento para as cidades médias, como ja ocorre com as
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bacias de Cachoeiras de Macacu e Sao Joao, que juntas abastecem cerca de 14%

da populagao fluminense.

Na década de 70, a bacia hidrografica do rio Sdo Jodo sofreu intensas
modificagdes, sendo a principal delas a construcdo da barragem de Juturnaiba,
objetivando armazenar 100 milhdes de metros cubicos de agua (a segunda reserva
de agua doce do estado do Rio de Janeiro), abastecer os municipios da Regido dos
Lagos, fornecer agua para a Companhia Nacional de Alcalis em Arraial do Cabo e
propiciar a irrigagdo no baixo curso do rio Sdo Jodo. A Barragem de Juturnaiba tem
como seus principais formadores os rios Bacaxa, Capivari e Sdo Joao (Cide 2001,

Rios & Berger 2002, Saunders 2003).

Visando o saneamento da regido, os leitos dos principais rios da bacia foram
retificados, porém, na época, ndo se realizaram estudos de impacto ambiental. Esse
conjunto de obras trouxe diversos problemas ambientais. Uma vez que essas obras
foram realizadas em area de varzea, que apresenta restricbes a drenagem,
provocando contaminagdo das aguas e toxidez, tanto para as plantagbes

predominantemente de arroz, quanto para os organismos aquaticos (Barroso 1988).

Na maioria dos paises da Europa, durante a primeira metade do século XIX,
houve a retificagdo de muitos rios e corregos, com o objetivo de proteger zonas
urbanas, vias de transporte e terras agricolas contra enchentes. A tecnologia
empregada usualmente era alterar os leitos dos rios em perfis regulares e muitas

vezes revestidos, sem consideracdes ou estudos de impactos ambientais. Essas



13

obras tiveram resultados negativos, causando o desaparecimento de cerca de 75%

da fauna dos rios e baixadas (Binder 1998).

Os estudos dos efeitos de retificacdo de rios na América do Norte também
sdo importantes. Em suas pesquisas, realizadas entre 1940 e 1985, Brookes (1988),
descreve igualmente um desequilibrio na biota local, levando a uma reducao de 80%
dos peixes. Segundo a SEMADS (2001), nesses casos, € necessaria, dentre varias
medidas gerais importantes para uma renaturalizagdo, a busca da manutencao da
morfologia mais natural dos rios, através de técnicas de engenharia ambiental;
arborizar e/ou estabelecer a vegetagdo espontdnea marginal; restabelecer a
continuidade dos cursos d’agua para fauna migratéria (piracema), bem como

restabelecer os locais para desova e biétopos aquaticos.

No Brasil, esse tipo de estudo foi realizado no Municipio de Macaé, no Rio de
Janeiro. Através de um esforco interdisciplinar, o rio Sdo Pedro foi renaturalizado
com aplicagéo de obras de engenharia ambiental e arborizagao, tendo sido também
promovido o crescimento da mata ciliar. Existem também propostas para
renaturalizagdo de rios da bacia hidrografica do rio Sdo Jodo. Local onde foi

realizada a pesquisa (Saunders & Nascimento 2006).

2.4. Poluigao dos recursos hidricos e efeitos na saude humana

Segundo Soares & Ferreira (2004), sob aspectos da gestdo ambiental, o
termo contaminacdo € usado para expressar as modificacbes das caracteristicas
naturais ambientais, causada por elementos que, langados na agua, no ar, no solo,

os tornam diferentes e nocivos, seja pela presenga de substéncias toxicas, ou pela
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existéncia de agentes patogénicos, prejudicando o substrato, ou o entorno, em tal
grau que crie ou oferega riscos reais a vida e a saude. O elemento contaminante é

de carater ativo e deve ser encarado como um problema de saude publica.

A palavra contaminar tem origem latina “contaminare”, significando misturar,
como também, infectar, sujar, manchar. A palavra poluicdo advém do latim
“polluere”, significando manchar, sujar, sendo usada desde épocas em que se
reconheciam apenas os efeitos estéticos e sensoriais oriundos do despejo de
residuos putrefatos ao ambiente (Padua 2003). Portanto, poluigdo € considerada
como qualquer modificacdo nas caracteristicas do meio e ou ambiente, capaz de
torna-los nocivos a saude, a natureza, a seguranga e ao bem-estar, prejudicando o

equilibrio natural.

A nocividade da poluicdo é de carater passivo, originada pelo agente
chamado poluente, através de praticas irracionais e desfavoraveis como, por
exemplo, o uso abusivo de fertilizantes quimicos e o langamento de aguas servidas

em um corpo receptor (Padua 2003).

A agua ou corpo receptor funciona como veiculo do possivel agente
contaminante, apresentando ou ndo perturbagdes visiveis. A “agua servida”, por
exemplo, pode funcionar como poluente, ja que pode possuir contaminantes, como
organismos patogénicos e elementos toxicos, produzindo, em estado avancado de
contaminagao e concentragao, alteragdes visiveis, estéticas, concretas ou mesmo

sensoriais, no meio ambiente(Padua 2003).
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Muitos microrganismos (ex: Aeromonas spp., Campylobacter spp., Yersinia
spp., Clostridium spp., Staphylococcus spp., Escherichia coli, Pseudomonas spp.,
Salmonella spp., Shigella spp., Cryptosporidium spp., Giardia spp., Candida albicans
e Vibrio spp.) estdo presentes em esgotos, os quais podem ser despejados nos
diversos sistemas aquaticos, entre eles rios e areas costeiras. O monitoramento
destes microrganismos é dificil e, sobretudo, dispendioso se comparado ao efetuado
com outros indicadores da qualidade sanitaria das aguas, tais como os coliformes

fecais, provenientes das fezes humanas.

O grupo das bactérias, mais numeroso entre os citados, pode causar sérios
agravos na populagdo que venha a entrar em contato com a agua contaminada
desses ambientes, provocando algumas enfermidades como gastrenterites,

dermatites, célera, entre outras (Vinten et al. 2004).

Gastrenterite € um termo geral que se refere a um grupo de disturbios
infecciosos, cujos sintomas incluem a perda de apetite, nausea, vémito, dores de
estdmago, diarréia de leve a intensa, dor tipo cdlica e desconforto abdominal (Viana
et al. 1986, Pavan et al. 1988, Obi et al. 2003). Juntamente com a perda de agua do
organismo, sdo perdidos também eletrolitos (sobretudo sodio e potassio) (Esteves et
al. 2005). Para o adulto saudavel, o desequilibrio eletrolitico pode ser apenas
inconveniente; entretanto, ele pode causar uma desidratacdo potencialmente letal

em individuos muito doentes, muito jovens ou idosos (Brasil 2004).
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2.4.1. Indicadores Comuns de Polui¢ao Hidrica

2.41.1. Coliformes

Um microrganismo, para ser considerado indicador da qualidade da agua e/ou
de um produto, deve, com sua presenca e quantidade, ou ainda com a sua
auséncia, apontar para uma possibilidade maior ou menor de haver organismos
patogénicos no substrato, servindo de indicativo de contaminagdo. Como exemplo
classico, temos os microrganismos do grupo coliforme, considerados sugestivos de
contaminagao por material de origem fecal (Lee Liao et al. 1984, Dorner et al. 2007).
O indicador ideal é aquele que pode ser aplicavel a todos os tipos de agua e
produtos; ter uma populagdo mais numerosa no ambiente que os patdégenos;
sobreviver melhor que os possiveis patégenos, em especial em agua clorada, agua
do mar e alimentos diversos; ser incapaz de se multiplicar no ambiente aquatico
natural ou de qualidade ideal; possuir resisténcia equivalente a dos patogénicos aos
processos de autodepuracgao; ser detectado por uma metodologia simples e barata
(Cunha et al. 2005). Porém, na pratica, ndo se apontam indicadores ou um indicador
ideal de qualidade sanitaria da agua, mas sim alguns organismos que se aproximam

dessas exigéncias.

As bactérias do grupo coliforme s&o habitantes normais (simbiontes), do
intestino humano ou de outros animais homeotermos (sangue quente), onde vivem
saprofiticamente, ndo causando, em geral, nenhum dano ao hospedeiro, sendo
importantes para a saude publica, pois a sua presenga na agua indica a presenga de

fezes ou esgoto doméstico (Bordalo et al. 2002, Dorner et al. 2007).
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A grande importancia sanitaria das bactérias enquadradas como coliformes,
estd na sua presenca obrigatéria em toda fonte poluida por despejos domésticos
que tiveram contato com excretas humanas, o que nao acontece com as bactérias
patogénicas intestinais, que somente existem, e em pequeno numero, em aguas de
esgoto procedentes de residéncias onde existam pessoas doentes ou portadoras,
nesse caso enquadrado como fonte contaminada. Existem no grupo coliforme
algumas bactérias intestinais capazes de viver e reproduzir-se em vida livre, como
habitantes do solo, como por exemplo, Klebsiella spp. ou Enterobacter aerogenes.
As bactérias de vida livre compreendem organismos de nutricdo saprdfita e
autotréfica, podendo ser, estes ultimos, quimiossintetizantes ou fotossintetizantes

(Leal 1998).

Como ja foi dito, os coliformes apontam a possibilidade da presenga de
poluicao fecal, ou seja, ocasionada por organismos que ocorrem em grande numero
na flora intestinal humana ou de animais de sangue quente, em especial os
mamiferos. O numero total de coliformes (coliformes totais) encontrados pode ser
traduzido como risco potencial para o encontro nas aguas de agentes bioldgicos
com certa possibilidade de agédo patogénica, incluindo bactérias, virus, protozoarios
e helmintos. Por isso, sua enumeragdo em agua € menos representativa como
indicacdo de contaminacdo fecal, do que a enumeragdo de coliformes fecais ou

Escherichia coli (anaerdbia facultativa) (Dorner et al. 2007).

2.4.1.2. Coliformes Totais e Coliformes Fecais
Atuam como indicadores de langamentos organicos, sendo expressos em

densidade, ou seja, como o “numero mais provavel (NMP) em cada 100 mL". O
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grupo coliforme inclui todos os bacilos aerdbios, anaerébios, ou facultativos, Gram
negativos, ndo esporulados, capazes de fermentar a lactose com produgéo de gas,
entre 24 e 48 horas a 35°C. Podemos dizer que o grupo inclui cerca de 20 espécies
de bactérias, dentre as quais se encontram, tanto bactérias originarias do trato
gastrintestinal, como diversas espécies de bactérias ndo entéricas, como a Serratia

spp. e Aeromonas spp. (Pianetti et al. 1998, Dorner et al. 2007).

O Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias coliformes, obtido através da
técnica de colimetria, deve ser entendido como um parametro que visa avaliar o
potencial de contaminagdo da agua (e ndo o imediato grau de contaminagao) por
patdgenos de origem fecal, uma vez que os mesmos podem persistir por varios dias
no ambiente. O NMP baseia-se na determinacdo empirica (mais provavel pela
formacdo e pela contagem das colonias) da concentragdo de coliformes totais e
fecais em um dado volume de agua. A contagem dos chamados coliformes totais
corresponde ao total de microrganismos “Gram-negativos” encontrados em uma
amostra, patogénicos ou ndo. Ja a contagem dos coliformes fecais indica a
quantidade dos possiveis microrganismos oriundos de excretas humanos, portanto
com riscos mais ativos de serem possivelmente patogénicos. Em saude publica e/ou
quando do processamento e da comercializagdo de produtos destinados ao
consumo humano (organismos aquaticos), € obrigatoria a implantagdo de um
processo de monitoramento desses coliformes, ou seja, dos coliformes totais e dos

fecais (Collares 2000, Bordalo et al. 2002, Vinten et al. 2004, Cunha et al. 2005).

A definicdo de coliformes fecais é a mesma de coliformes totais, restringindo-

se aos membros capazes de fermentar a lactose com produgao de gas, em periodo
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de 24 horas a 44,5°C - 45,5°C (termotolerantes), em meios contendo sais biliares ou
outros agentes tensoativos com propriedades inibidoras semelhantes,
caracterizadas pela presenga da enzima Beta-galactosidade, objetivando-se
selecionar os coliformes originarios do trato gastrintestinal (Bordalo et al. 2002,

Vinten et al. 2004, Cunha et al. 2005).

A Escherichia coli € uma bactéria anaerdbia facultativa, Gram-negativa,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, caracterizada pela presenca das enzimas
Beta-galactosidade e Beta-glicuronidase, em meio de cultura complexo a 44,0 -
45,5°C em 24 horas, fermentando lactose e manitol com producao de acido e gas (o
que nao é feito por importantes bactérias patogénicas, como os géneros Salmonella
e Shigella) e produzindo indol a partir do aminoécido triptofano. E encontrada em
esgotos, efluentes, aguas naturais e solos que tenham recebido despejo fecal
recente, morrendo em pouco tempo, pois dificimente encontra condigcdes para
multiplicar-se. Faz parte da flora intestinal normal do homem (simbionte) estando
sempre presente nas fezes e, normalmente, sem ocasionar nenhum sintoma, com
excegao as criangas pequenas, causando surtos de diarréia aguda e, em adultos
que tenham contato direto com o microrganismo, a “diarréia do viajante”, com
duracado de menos 48 horas, caracterizada por codlicas, nauseas, vomitos e diarréia
aquosa, chegando a hemorragias e infecgdes. Vive otimamente em temperatura de
35°C a 37°C e pH de 6,5 a 7,5, sendo capaz de, em condi¢gdes anaerobias, realizar
reacdes de reducdo dos compostos nitrogenados, transformando os nitratos
presentes no meio, em nitritos ou até mesmo em amoénia e em nitrogénio gasoso.

Quando ingerida € enquadrada como patogénica, sendo por isso a mais utilizada
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como indicadora de poluicéo fecal no ambiente (Collares 2000, Bordalo et al. 2002,

Vinten et al. 2004, Cunha et al. 2005).

2.4.1.3. Campylobacter spp.

O género Campylobacter foi proposto em 1963 (Sebald & Veron 1963) e é
constituido por bastonetes curvos em forma de virgula, "S", asa de gaivota ou
espiral, cujas dimensdes variam entre 0,2 a 0,9 ym de largura por 0,5 a 5 um de
comprimento (figura 1). Em culturas antigas ou em condi¢gdes ambientais ou de
cultivo adversas, suas células podem adquirir forma esférica ou cocéide. Séo
bactérias Gram-negativas, microaerofilas, ndo hemoliticas em meio contendo
sangue de ovinos, ndao esporuladas e com colénias ndo pigmentadas. Mdveis por
meio de flagelo unico em uma ou em ambas as extremidades, possuem movimento
caracteristico de “saca-rolha”, que pode ser observado claramente em microscopio

de contraste de fase ou de campo escuro (Rees et al. 1995, Moore et al. 2001).

Figura 1. Fotografia por Microscopia Eletrénica - demonstracdo da morfologia celular
tipica de bactérias do género Campylobacter. Fonte: Centers for Disease Control

(CDC).
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Campylobacter spp. é invasor de tecido epitelial em animais de sangue
quente e necessita de gas carbdnico para sua multiplicacéo, (=10% de C), sendo
altamente sensivel a presenca de sal e dotado da capacidade de sobreviver em
agua com temperatura entre 30°C e 47°C. As temperaturas 6timas para crescimento
variam entre 25°C e 42°C, de acordo com a espécie (Skirrow 1977, Arvanitidou et al.

1995, Scarcelli et al. 1998, Daczkowska-Kozon & Brzostek-Nowakowska, 2001).

O género Campylobacter engloba 16 espécies, 6 subespécies e 3 biotipos,
sendo pertencente a familia Campylobacteraceae. Campylobacter jejuni subsp.
Jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis representam o grupo de bactérias denominadas
termofilicas, devido a temperatura 6tima de incubacgao oscilar entre 42° C e 43° C,
sendo que C. jejuni e C. coli constituem as espécies mais frequentemente isoladas

de enterites humanas (Rees et al. 1995, Moore et al. 2001, Fernandez et al. 2003).

Nos ultimos anos, algumas espécies do género Campylobacter vém sendo
amplamente estudadas, notadamente C. jejuni, C. coli e C. lari, devido ao papel que
desempenham no contexto das diarréias humanas. Nos paises desenvolvidos, o C.
Jejuni nao € normalmente encontrado como participante da flora bacteriana do trato
intestinal humano (Ruiz-Esquide et al. 2003), ao contrario do que se observa em
paises em desenvolvimento, onde o saneamento basico €& precario e esse
microrganismo € isolado com frequéncia bastante elevada de individuos

assintomaticos (Pavan et al. 1988, Tosin & Machado 1995, O'Reilly et al. 2007).

Campylobacter jejuni predominantemente causa gastrenterite em animais e

humanos, mas infecgdes ocorrendo durante a gestagcdo podem induzir a
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abortamentos, natimortos, prematuros e sepsis neonatais (Butzler 1984, Bolton et al.
1987). Nos Estados Unidos, estima-se que, anualmente, ocorram mais de 2 milhdes
de casos de enterite por este patdgeno, casuistica duas vezes mais frequente que
as infec¢des ocasionadas por Salmonella spp. (CDC 1984). Segundo o Food and
Drug Administration (FDA 2009), sua frequéncia como causador de diarréia tem
ultrapassado as contagens combinadas de Shigella e Salmonella. Além disso, nos
ultimos anos, estudos demonstraram associacdo entre a infeccdo por C. jejuni a
duas doengas neurolégicas emergentes: sindrome de Guillain-Barré (GBS) e a
sindrome paralitica chinesa, mais recentemente denominada de neuropatia axonal
motora (Kusiluka et al. 2005). Em analises soroldgicas realizadas no Japao,
observou-se que 35% dos pacientes com sindrome de Guillain-Barré tinham sido
infectados de maneira prévia e recente, sugerindo que os anticorpos dirigidos contra
determinados sorotipos de C. jejuni reagem de forma cruzada com as proteinas dos

nervos periféricos, causando a sua degeneragao (Ruiz-Esquide et al. 2003).

2.4.1.3.1. Caracteristicas da doenga: campilobacteriose

A campilobacteriose € uma zoonose de distribuigdo mundial, sendo o C. jejuni
considerado um microrganismo extremamente ubiquitario, encontrado tanto disperso
no ambiente, como também assumindo o papel de agente patogénico ou comensal
do trato gastrintestinal de animais domeésticos e selvagens (Butzler & Skirrow 1979,

Scarcelli et al. 1998, Sandberg et al. 2006).

A sintomatologia da campilobacteriose (C. jejuni, C. coli, C. lari e C.
upsaliensis) pode manifestar-se de varias formas, sendo a enterocolite a mais

comum. E clinicamente semelhante a causada por diversos outros patdgenos
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entéricos. O periodo de incubacgéo varia normalmente de dois a cinco dias, podendo
se estender até 10 dias. A doenga caracteriza-se por causar diarréia acompanhada
de febre baixa e dores abdominais. Em alguns casos, a febre aguda da diarréia dura
dois e trés dias, mas as dores abdominais podem persistir por até trés semanas
(Scarcelli et al. 1998, Smith et al. 2006). Nos Estados Unidos, o género
Campylobacter é considerado a causa mais comum de doencga diarréica em

humanos com numero superior a 100 6bitos ao ano (CDC 2009a).

Campylobacter jejuni tem sido caracterizado como agente de enterocolite em
diversas partes do mundo (Butzler & Skirrow 1979, Rees et al. 1995, Jones 2001,
CDC 2009b). Na Suécia, acredita-se que seja mais frequente que Salmonella e
Shigella juntos (Martin et al. 2006). Na Irlanda, a frequéncia € semelhante a de
Salmonella, e vem aumentando ultimamente (Moore et al. 2001). No Brasil, tem-se
demonstrado que C. jejuni também €& um importante agente de gastrenterite aguda e
cronica, afetando principalmente criangas (Viana et al. 1986, Lima et al. 1993,
Scarcelli et al. 1998). Nos paises em desenvolvimento, a enterocolite € endémica e a

frequéncia de casos assintomaticos € elevada (OMS 2001, Richardson et al. 2007).

O mecanismo pelo qual C. jejuni causa processos diarréicos ainda nao esta
suficientemente esclarecido. Resultados obtidos até o momento indicam que sua
patogenicidade é multifatorial, associada a ades&o da mucosa intestinal e produgao
de toxinas, essas ultimas ja demonstradas em algumas cepas de C. jejuni (produgao
de enterotoxina termolabil semelhante a toxina colérica e citotoxinas). Muitos
pacientes apresentam sangue e muco nas fezes, 0 que sugere um mecanismo

invasivo. Em alguns casos, C. jejuni penetra na mucosa intestinal, multiplicando-se
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na lamina propria, tal como ocorre com Salmonella spp. e Yersinia enterocolitica

(Scarcelli et al. 1998, Smith et al. 2006).
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3. PERGUNTAS CONDUTORAS

As condi¢cbes ambientais da bacia do rio Sdo Joao e seus afluentes permitem

a manutencao natural de bactérias do género Campylobacter?

O isolamento de Campylobacter spp. de origem fecal em amostras de
conveniéncia em individuos residentes na localidade, pode sugerir a potencial
participagcado deste microrganismo nos surtos diarréicos episodicos e reiterados nesta

regiao?
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4. JUSTIFICATIVA

A contaminagdo microbiana em sistemas aquaticos assume destacada
relevancia, nos seus diferentes segmentos, como no ambito da saude publica, pelo
risco de transmissdo de agentes patogénicos aos seres humanos e animais

causando doencas de natureza e complexidade diversas.

As doencgas diarréicas, em particular as de natureza infecciosa, constituem
um dos mais significativos problemas de Saude Publica, sendo responsaveis por

elevadas taxas de morbi-mortalidade em seres humanos.

A concentragdo, ou densidade, de coliformes fecais no meio aquatico tem
sido tradicionalmente empregada como indicador da qualidade sanitaria das aguas,
embora exista a ressalva de que o risco de contaminacao por doencas de veiculacdo
hidrica nao depende exclusivamente do valor desta concentracdo, ja que outros

organismos, patogénicos, podem se comportar de forma distinta no meio aquatico.

Em paises em desenvolvimento, devido ao precario sistema de saneamento
basico, C. jejuni esta frequentemente associado a infecgdes do sistema
gastrointestinal, apresentando indices de isolamento superiores aos de géneros
classicamente associados a diarréia, como Salmonella, Shigella e E. coli (OMS

2000).

Os surtos diarréicos relacionados ao Campylobacter, notadamente C. jejuni e

C. coli sdo provocados pelo consumo de agua e alimentos contaminados.
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Varios estudos (Stelzer & Jacob 1991, Stampi et al. 1999), inclusive no Brasil
(Filgueiras & Hofer 1989) reportam o isolamento de Campylobacter em esgoto e
sugerem ser este uma importante fonte de contaminagdo para corpos hidricos,

inclusive podendo ser proveniente de infecgdes zoondticas (Jones et al. 1990).

As bacias hidrograficas e suas redes de drenagem, que funcionam como
mananciais de agua utilizaveis por boa parcela da populagcdo podem, se
possibilitarem a manutengdo dessas bactérias, servir como agentes dispersores

desses microrganismos (Fernandez et al. 2003).

A campilobacteriose pode representar um grande problema de Saude Publica
em nosso Pais, tendo em vista as precarias condicdes sanitarias com que convive
boa parte da populagdo. Entretanto, a sua real ocorréncia s6 podera ser estimada a
partir da investigacao criteriosa, por parte dos laboratérios e da conscientizagdo dos
orgaos governamentais ligados a Saude, de que esta zoonose esta em nosso meio

€ precisa ser considerada.

Com base nesses dados e na escassa literatura nacional sobre o tema, este
estudo levanta a hipétese de que o ambiente da bacia hidrografica do rio Sdo Joéo,
devido a falta de manejo adequado, possa servir como um reservatorio natural de
espécies bacterianas potencialmente patogénicas. A partir também do pouco
conhecimento sobre o comportamento do género Campylobacter, principalmente em
estudos na América Latina, optamos por utiliza-lo como modelo nessa investigacao.

Neste trabalho foram também incluidas, consideragdes sobre sua distribuigdo em
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ambiente aquatico e sua possivel ocorréncia em humanos e animais na area do
entorno, considerando, as condigbes de esgotamento sanitario, e de abastecimento

de agua, e em parte, a situagao socio-econémica das populagdes locais.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Caracterizar a presenga de Campylobacter spp. no baixo curso do rio S&o
Joao, buscando-se correlacionar sua possivel agao nos surtos diarréicos da
populagdo, bem como investigar sua presenga no ambiente e na agua de

abastecimento.

5.2 Objetivos especificos

Verificar a existéncia de Campylobacter spp. na area de estudo do rio S&o
Joéo;

Verificar a existéncia de Campylobacter spp. na agua de abastecimento da
populacao do sitio de estudo;

Avaliar a presenga Campylobacter spp. em material de origem fecal de uma
amostra de conveniéncia da populagcao do sitio de estudo, com ou sem a
presenca de quadro diarréico;

Estabelecer a relagdo entre a existéncia de Campylobacter spp. e
acometimentos diarréicos na populacéo;

Subsidiar a construgédo de politicas publicas de vigilancia em saude para a

formulacéo de estratégias de intervengéo local.
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6. METODOLOGIA

6.1 Area de estudo

O sitio de estudo aqui focado, localizado na Regido dos Lagos,
especificamente nos arredores de Barra de Sao Jodo (Casimiro de Abreu) e do
segundo distrito de Cabo Frio, ambos no Estado do Rio de Janeiro, serve como
modelo de uma das regides que apresentam importantes atividades turisticas e
econbmicas, pois conta com um imenso afluxo populacional, que promove

desequilibrios na distribuigdo demografica (Collares 2000).

Na regido onde o estudo foi realizado, poucas moradias préximas ao rio,
contam com um sistema de abastecimento de agua e coleta de esgoto, fazendo-se,
muitas vezes, uso da agua de pogos e o descarte dos efluentes liquidos, em fossas

sépticas ou langando diretamente no rio Sao Joao e seus afluentes.

A bacia hidrografica do rio Sao Joao esta localizada na zona leste do Estado
do Rio de Janeiro, na regido sudeste do Brasil, entre as coordenadas de 22° 20' e
22° 50’ de latitude sul e de 42° 00’ e 42°40° de longitude oeste. Esta contida na MRA-
4 - bacia da regido dos lagos, do rio Sdo Jo&o e zona costeira adjacente. A MRA-4 é

gerida pelo Consorcio Ambiental Lagos - Sdo Jodo. (SEMADS 2001).

Com cerca de 2190 km? de area, a bacia hidrografica do rio Sado Joao
abrange 06 municipios: Silva Jardim, Araruama, Casimiro de Abreu, Rio Bonito,

Cabo Frio e Cachoeiras de Macacu (Saunders & Rezende 2003).
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O rio S&o Joado nasce na Serra do Mar (Serra do Sambe) a uma altitude de
740m, no municipio de Cachoeiras de Macacu. Percorre a regido até entrar em Silva

Jardim a uma altitude aproximada de 15m, indo desaguar no Oceano Atlantico apos

percorrer 150 km.

Na figura 2, observa-se o leito do rio Sdo Jodo. De acordo com o mapa,

podemos verificar a mudanga do leito do rio por obra de retificacdo (Saunders &

Rezende 2003).

Fonte: Centro de Informagoes da Baia de Guanabara
Disponivel em:http://www.cibg.rj.gov.br =7 Limites do Corredar
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Figura 2: Bacia Hidrografica do rio Sao Joao.

6.2. Delineamento do estudo
A abordagem metodoldgica foi realizada através de estudo exploratério. A
unidade de analise escolhida para a pesquisa foi o baixo curso do rio Sdo Joao, a

partir da qual foram feitas pesquisas bibliograficas e documentais, abordando os

aspectos fisicos e antrépicos.
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6.2.1. Amostras ambientais

De acordo com a foto de satélite a (Figura 3), observa-se a area que
delimitada para realizagdo das coletas do trabalho. Gostariamos de frisar que os
pontos 1 a 5 estdo na area mais urbanizada. Ja o ponto 6 se localiza na barragem

de Juturnaiba.

Fonte: Google Earth

Figura 3: Localizagao dos pontos de coleta no baixo curso do rio Sao Joao.

Os pontos de coleta foram selecionados em fungédo da acessibilidade para a
realizacdo da amostragem d’agua. Fatores como condi¢des das vias de acesso,
localizagdo dentro de propriedades particulares e de reserva, além da
disponibilidade de veiculo de transporte apropriado, foram quesitos que pesaram na

localizag&o e distribuicdo dos pontos.
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Os locais de coleta receberam denominagdes para facilitar a visualizagéo e
identificacdo da importancia de cada ponto dentro do contexto da pesquisa e sendo
caracterizados da seguinte forma: ponto 1, denominado como ponto igreja,
localizado no pier em frente a igreja de Sao Jodo Batista na foz do rio Sdo Joao;
ponto 2, denominado como ponto restaurante, localizado no pier em frente ao
restaurante Por do Sol na rua Bernado Gomes; ponto 3, denominado como ponto
fazenda, localizado em frente a porteira de acesso a propriedade particular Fazenda
da Barra ao final da rua Andrade Silva. Esses trés primeiros pontos localizados nas
margens do lado de Casimiro de Abreu. Ponto 4, denominado como ponto Avenida
do Contorno, localizado na avenida de mesmo nome e ponto 5, denominado como
ponto Rua Beira Rio, localizado na rua de mesmo nome, ambos localizados nas
margens do lado de Cabo Frio. Por fim o ponto 6, denominado como ponto
Barragem, localizado na barragem da lagoa de Juturnaiba, proximo ao portdo de

acesso ao complexo da barragem.

A obtencdo das amostras ambientais de agua de rio, ocorreu durante o
periodo de 24 de agosto de 2007 e 06 de junho de 2008, sendo realizadas um total

de dez viagens a campo, para a aquisicao da amostragem.

6.2.2. Amostras de fezes de origem humana

As amostras de fezes foram solicitadas através de contatos realizados com
dois Postos de Atendimento Médico (PAM), duas unidades do Programa de Saude
da Familia (PSF), uma associagao de servigos a comunidade e duas creches. Todos
localizados na regido do entorno da foz do rio Sdo Jo&o. Pela dificuldade de

obtencdo de material de origem fecal, optamos pela utilizagdo uma amostra de
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conveniéncia. Esse tipo de amostragem, apesar de poder fornecer resultados
interessantes, ndo tem o mesmo peso de uma amostra probabilistica, ja que o
pesquisador acaba selecionando membros da populagdo mais acessiveis (Oliveira

2001).

Dos dois Postos de Atendimento Médico (PAM) locais contatados, somente
um concordou em participar do estudo, propiciando que o pesquisador tivesse
acesso autorizado a quatro amostras de material de origem fecal de pacientes com

sintomas de problemas gastrointestinais.

Os dois Postos do Programa de Saude da Familia (PSF) procurados
forneceram seis amostras de pessoas que procuraram atendimento com queixa de
problemas gastrointestinais (uma do PSF de Barra de Sao Joao e cinco do PSF do

Segundo Distrito de Cabo Frio).

Em quatro creches da regido visitadas (uma da prefeitura e trés particulares)
somente duas particulares aceitaram participar da pesquisa, sendo obtidas 20
amostras de fezes de criangcas até 3 anos e 5 de individuos adultos com ou sem

diarréia.

Em uma associagdo comunitaria do local no estudo (Segundo Distrito de
Cabo Frio) foram obtidas 20 amostras entre adultos e criangas com e sem diarréia.
Nessa mesma associag¢ao, obtivemos autorizagao para recolher duas amostras de
poco de moradores locais assintomaticos, que haviam apresentado resultados

positivos na pesquisa de Campylobacter.
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Os individuos que aceitaram participar do estudo receberam dispositivos do
tipo “swab" com meio de transporte “Cary-Blair” (conservante) e foram solicitados a

preencher uma ficha de acompanhamento de amostra de origem fecal (anexo 1).

As amostras de fezes foram obtidas através da introducdo dos “swabs” nas
fezes, (formadas ou diarréicas) pelo préprio participante. O material foi entédo
entregue aos servigos de saude publica locais (PAM e PSFs), ou obtidas junto as
creches e a Associacao de Amigos do Segundo Distrito (Cabo Frio). Em caso de
individuos incapazes de coletar a amostra por meios proprios (criangas), a obtengao

do material foi realizada por um responsavel.

Para a obtencdo do material de origem fecal foram realizadas Vvisitas
semanais aos locais de coleta, onde foram obtidos os swabs coletados assim como

a respectivas fichas de acompanhamento de amostras fecais.

6.2.3. Amostras de fezes de origem animal

A partir de duas amostras humanas positivas para o género Campylobacter,
buscou-se coletar amostras de fezes dos animais presentes no entorno. Como
somente uma residéncia permitiu esta coleta, foram recolhidas as amostras dos
animais domeésticos relacionados com essa casa, perfazendo um total de 5 amostras
colhidas (provenientes de dois frangos, um suino e dois bovinos). As amostras de
fezes de origem animal foram obtidas seguindo a mesma metodologia utilizada para
a coleta de amostras humanas, com o auxilio de “swabs” com meio de transporte

“Cary-Blair” mantidos em ambiente refrigerado até o momento da semeadura no
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meio seletivo, como explicado, mais minuciosamente no item da metodologia

laboratorial.

6.3. Metodologia Laboratorial

Para as analises laboratoriais contamos com a colaboracdo do Setor de
Campylobacter do Laboratorio de Zoonoses Bacterianas do IOC-FIOCRUZ, a partir
da possibilidade do uso de suas instalagdes, equipamentos e material de consumo

para realizacao das atividades praticas.

6.3.1 Metodologia para andlise de amostras de agua

Para a analise de amostras de agua, originarias tanto do rio quanto da agua
de abastecimento, foram coletados aproximadamente 200mL em frascos estéreis
com tampa para o processamento. Nas coletas de agua de rio, o material foi obtido
nas margens do mesmo a uma profundidade de aproximadamente 20cm, onde
também foram realizadas as provas de carater fisico-quimico (como temperatura e
pH) para a caracterizagdo das condigdes ambientais locais no momento da coleta.
Ressalta-se que a coleta nessa profundidade (20cm), foi adotada para obtencao de
uma amostragem mais estavel, sem a influencia direta das condi¢bes climaticas,

como insolagao, vento, chuva e o proprio movimento da agua no rio.

ApOs a obtengdo do material para a analise, este foi mantido e transportado
sob refrigeragdo em caixa térmica, até o momento do processamento, nao
excedendo o intervalo de seis horas entre a coleta e o processamento. Esta etapa

visou a manutencdo das caracteristicas microbiologicas da amostragem, desde o
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momento da coleta até o processamento, com o menor grau de alteragao possivel

entre essas etapas.

Ao chegar ao laboratério, o material foi centrifugado com o intuito de se
concentrar o material biolégico em suspensdo. Dos 200mL originais, foram
aliquotados 150mL em tubos de centrifuga do tipo FALCON®, originando trés tubos
de 50mL por amostra, sendo o volume excedente (aproximadamente 50mL)
descartado. Em seguida, as amostras foram submetidas a 3000 rpm por um periodo
de trinta minutos para a formacdo de uma fase sedimentada de interesse. Apds a
centrifugagcédo, o sobrenadante foi descartado, restando aproximadamente 5mL de
material concentrado no fundo de cada tubo, sendo que o volume final de sedimento
corresponde a unidao do “pellet” dos trés tubos de cada amostra era de

aproximadamente 15mL.

A semeadura do material foi realizada em placa de Petri contendo meio
enriquecido e seletivo [Agar Columbia com 5% de sangue desfibrinado de carneiro
ou 0,4% de carvéo ativo, acrescido de 5% de uma solugdo redutora de oxigénio
(FBP) e 0,5% de uma solugdo de antibidticos], sendo que o in6culo em meio de
cultura foi efetivado com a deposi¢cdo de 0,1mL da ressuspensdo do sedimento
(“pellet”) em uma das extremidades da placa, seguindo entdo a semeadura com alga
bacteriologica, espalhando-se o material por toda a superficie do meio através de
estrias caracteristicas de uma semeadura em “T” (Filgueiras 1992, Andrade et al.

2007).
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ApOs a semeadura, as placas de Petri eram colocadas em jarra metalica
hermética com atmosfera de microaerofilia e incubadas a 37°C por um periodo
minimo de 72 horas. Esta temperatura € adequada tanto para o isolamento de
Campylobacter termofilicos como para os nao termofilicos, permitindo o crescimento
de todos os membros do género (Vandamme & De Ley 1991, Vandamme &

Goosens 1992).

A leitura do crescimento foi realizada apdés o periodo de incubagao, onde
colénias de caracteristica incolor, transparentes e com brilho, lembrando gotas
d’agua foram selecionadas como sendo suspeitas de Campylobacter spp. (Andrade

et al. 2007).

A partir da obtencdo de colbnias suspeitas, a identificacdo em carater
presumivel foi realizada por microscopia, utilizando-se o método de Gram em
microscoépio de luz (campo claro), para a observagao das caracteristicas celulares
tipicas do género bacteriano. A identificacao presumivel das amostras é obtida pela
observacgao de bacilos (bastonetes) curvos ou em forma de “S”, Gram negativos ou
pela presenga de células cocdides, caracteristicas de amostras em estagio

degenerativo (Montolio et al. 2005).

As amostras de colbnias tipicas, que se desenvolveram nos meios seletivos e
que se enquadraram como suspeitas de Campylobacter spp., foram entéo
submetidas a provas bioquimicas classicas para a confirmag¢ao de género bacteriano
e identificagdo ao nivel de espécie (Filgueiras & Hofer 1989, Vandamme & De Ley

1991, Vandamme & Goosens 1992) sendo que, antes da avaliagdo bioquimica, uma
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aliquota da amostra foi armazenada em tubo contendo agua peptonada pH 7,0-7,2,

com 20% de glicerol e congelada a -70°C.

Utilizou-se também técnicas de biologia molecular para a confirmagao dos
resultados obtidos na metodologia classica, ou para eliminagcdo de duvidas de
identificacdo, onde cepas controle de C. jejuni e C. coli foram incluidas em todos os
testes como controles positivos. Essas técnicas serao posteriormente descritas no

item experimentos de biologia molecular.

6.3.2 Metodologia para analise de amostras de origem fecal (humana e animal).

Como ja explicado, as amostras de fezes foram obtidas com “swabs”
introduzidos nas fezes ou quando necessario, por raspagem destes em dispositivos
do tipo fralda e entregues pelos participantes da pesquisa ou seus responsaveis, ou

ainda, coletadas pelo proprio pesquisador, no caso de amostras de origem animal.

Os “swabs” coletados e mantidos em meio de transporte “Cary-Blair’
permaneceram sob refrigeracdo no local da coleta (temperatura entre 2-8°C) e o
transporte para o laboratério ocorreu em caixa térmica, permanecendo as amostras

sob refrigeracao, até o momento do processamento.

Entre a coleta e o processamento do material, o tempo transcorrido nao
ultrapassou um periodo total de uma semana, evitando-se assim, a perda de

viabilidade por parte dos possiveis microrganismos presentes nesta amostra.
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A semeadura foi realizada em placa de Petri contendo meio de cultura com as
mesmas caracteristicas dos usados para o isolamento em amostras de agua, sendo
que o diferencial entre as duas técnicas se deu no momento do inéculo do material,
que neste caso foi efetuado com o préprio “swab”, em uma das extremidades da

placa, seguindo-se entdo a semeadura em “T”, feita com alga bacterioldgica.

A incubacao, leitura do crescimento, confirmacao e identificacdo ao nivel de
género e espécie seguiram, a partir desse ponto, os procedimentos utilizados para

as amostras de agua.

6.3.3 Experimentos de Biologia Molecular

Em todas as amostras em que houve isolamento de Campylobacter, e foi
obtida quantidade suficiente de material, a partir da massa de crescimento
bacteriano apdés semeadura em Agar Columbia, partiu-se para confirmacado de
Campylobacter através da técnica de PCR Multiplex (Harmon et al. 1997, Vilardo et

al. 20086).

A extracdo e purificacdo do DNA total foram realizadas por métodos
classicos e por kits comerciais seguindo seus protocolos proprios. Posteriormente

foram procedidas as técnicas da PCR e eletroforese em gel de agarose.

6.3.3.1 Extracao do DNA
Algumas coldnias provenientes do crescimento ja descrito, em placas de meio
de Agar Columbia foram ressuspendidas em 100 pL de tamp&o estéril TE (10 mM

Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0), a fim de obter 2 x 10° células (Englen & Kelley 2000).
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Para a extragdo do DNA bacteriano, foram aplicados dois diferentes métodos
com o intuito de avaliar a melhor eficacia: o método da extragao pela guanidina e o
método utilizando o Kit de extragdo GenomicPrep™ Cells and Tissue DNA Isolation

(G&E 20086).

6.3.3.1.1 - Método da Lise com Isotiocianato de Guanidina:

A extracdo do DNA bacteriano pelo método da Guanidina nao utiliza
reagentes organicos, e € um dos métodos mais usados para obtengdo de DNA. Ele
€ baseado na ruptura de células em uma solugao lise (guanidina-detergente), que

hidrolisa o RNA e permite a precipitagao seletiva de DNA.

Para realizacdo desse procedimento, uma algada proveniente do crescimento
bacteriano foi adicionada em um tubo contendo 100 pL de TE (Tris-HCL 10 mM,
EDTA pH 8,0 - 1mM). Nesta etapa adicionam-se 500uL de uma solugéo de lise GES
(guanidina 5M, EDTA 100 mM, Sarcosil 0,5%vV/v) e homogeniza-se brevemente no
vortex, deixando em repouso a mistura, entre 5 a 10 minutos em temperatura
ambiente. Transfere-se os tubos para o gelo e adicionam-se 250 pL de acetato de
amoénio frio (temperatura de refrigerador). Apés homogeneizar, deve ser mantido em
repouso por 10 minutos. Adicionam-se 500 uL de cloroférmio-2-pentanol frio,
misturando bem as fases. Leva-se a mistura a centrifuga refrigerada (4°C) por 15
min a 13000 rpm. Transfere-se o sobrenadante para outro tubo no qual adiciona-se

2 volumes de etanol absoluto. O alcool precipita o DNA.

A mistura deve ser cuidadosamente agitada por inversdo (1 minuto) e

colocada no gelo por 20 minutos, sendo centrifugada em seguida a 13000 rpm por



42

10 minutos. Separa-se a fase aquosa para um novo tubo limpo e seco, desprezando
0 sobrenadante com cuidado. Ao final, o sedimento correspondendo ao DNA
gendmico é lavado 3 vezes com etanol 70%, adicionando 500 pL de alcool e
invertendo o tubo para lavagem do pellet, centrifugando todas as vezes por 2 a 5
minutos. ApoOs essa etapa, seca-se bem o “pellet” e ressuspende-se o DNA em 100
ML de TE 1X, guardando em refrigerador “overnight” para hidratar o DNA. Apds esse

tempo o tubo podera ser guardado a —20°C.

Posteriormente realiza-se a eletroforese em gel de agarose a 1% para
verificar a integridade do DNA, utilizando 10uL dessa solugéao (Pitcher et al. 1989,

Sambrook et al. 2001).

6.3.3.1.2 - Método de extracao e purificagao através do kit comercial G&E.
Nesse método, obtivemos o DNA das bactérias isoladas na pesquisa,
utilizando um Kit de extragdo de DNA. Segundo o fabricante, o Kit € adequado para
o isolamento de DNA bacteriano de diferentes tipos de substrato. Neste método
emprega-se especial atencdo quando da manipulagao dos reagentes, utilizando-se

uma capela propria para manusear essas substancias, ou mesmo um fluxo laminar.

Para este procedimento, seguimos o manual do Kit G&E: GenomicPrep™
Cells and Tissue DNA Isolation Kit. Segundo esse protocolo (G&E, 2006), para a
obtencado e purificacdo do DNA gendémico com alta qualidade, a partir de culturas
bacterianas, as amostras utilizadas devem ter, em média, 102 a 108 células
bacterianas. O kit utiliza precipitacdo de sal na etapa de retirada de proteinas, ao

invés de extracdo com substancias organicas toxicas, como o cloroférmio (Sambrook
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et al. 2001) o que diminui os riscos para o manipulador. O DNA extraido foi mantido

em temperaturas de -20°C (Freezer).

6.3.3.2 - Reagcao em cadeia da polimerase (PCR)
O DNA extraido apdés a cultura foi submetido a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) através da amplificagdo em um termociclador automatico (PTC

150 - MJ Research, Incorporation).

Os iniciadores (primers) utilizados na experimentag&do foram definidos com

base em sequéncias conhecidas e utilizadas para os microrganismos de interesse

(Quadro 1).
Nomenclatura Sequéncia dos Oligonucleotideos Gene
dos Primers*
pg3 (5'- GAACTTGAACCGATTTG - 3") flaA
pg50 (5'- ATGGGATTTCGTATTAAC - 3" flaA
C1 (5'- CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3') | nao-determinado
C4 (5'-GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT - 3') | nao-determinado
C412F (5'-GGATGACACTTTTCGGAGC-3") 16S rRNA
C1288R (5'-CATTGTAGCACGTGTGTC-3") 16S rRNA
F2B (5'-TGGAGGGTAATTTAGATATG-3") cadF
R1B (5'-CTAATACCTAAAGTTGAAAC-3) cadF

Quadro 1- Primers usados para PCR neste estudo

6.3.3.2.1 - Genes associados ao género:

Segundo Linton et al. (1996) existem algumas regides 16S rRNA que se
mantém conservadas nas espécies do género Campylobacter por eles estudados,
mas que diferem de outros microrganismos semelhantes como Arcobacter e
Helicobacter. Desse modo, seria possivel realizar uma analise mais direcionada para

o género. Com base nesses trabalhos, sintetizamos os primers sugeridos pelos
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pesquisadores, em funcdo dessas regides. Duas delas ocorrem entre os
nucleotideos 412-430 e nucleotideos 1211-1128, um iniciador de 19pb (C412F) e
uma sequéncia reversa complementar de 18-pb (C1228R): as sequéncias sao:
C412F, 5-GGATGACACTTTTCGGAGC-3' e C1288R, 5"-
CATTGTAGCACGTGTGTC-3'. Segundo os autores, sob as condi¢gdes sugeridas,
esses primers amplificam um fragmento de 816-pb, somente encontrado nas

espécies de Campylobacter urease positivos termotolerantes (UPTC) e Ureolyticus.

As condigdes da PCR com 25 ciclos usaram uma desnaturagao de 94°C por 1

minuto, anelamento a 55°C durante 1 minuto e extensdo de 72°C por 1 minuto.

Em todas as reagdes de amplificacdo realizadas, utilizamos controles
positivos e negativos, sendo que, nos controles negativos, utilizamos somente os
reagentes e primers com agua pura e, nos controles positivos, amostras isoladas de

Campylobacter coli e Campylobacter jejuni (ATCC 33560 e ATCC 33291).

6.3.3.2.2 - Gene flaA

De acordo com Fischer & Nachamkin (1991), evidéncias experimentais
sugerem o importante papel da proteina flagelina (que forma o flagelo) na
patogénese das infeccdes associadas a mobilidade bacteriana. O gene flagelina
subunidade A como método de tipagem de Campylobacter tem sido sugerido como
um meétodo relativamente simples e facil de genotipagem, com maior capacidade
discriminatéria que os métodos soroldgicos (loannidis et al. 2006). A tipagem pelo
gene flagelina é baseada na analise RFLP dos produtos de PCR pertencentes aos

genes altamente conservados da subunidade A de flagelina de Campylobacter jejuni
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(loannidis et al. 2006). As sequéncias de primer pg3 (5'- GAACTTGAACCGATTTG -
3') e pg50 (5'- CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3'"), baseadas nesta subunidade,
foram escolhidas para esse trabalho, com base nas pesquisas de Vilardo et al.

(2008).

6.3.3.2.3- Reagao com os iniciadores C1 e C4

Segundo De Dominicis (2006), esses primers sao especificos para
Campylobacter jejuni, gerando fragmentos de aproximadamente 160 pb e facilitando
a diferenciagdo com a espécie C. coli, quando utilizados em conjunto com os
iniciadores pg3 e pg50. Neste caso C. jejuni determina dois fragmentos de DNA de
460 pb e 160 pb, enquanto C. coli ira gerar um unico fragmento de 460 pb (Pope et

al. 2007).

Ambos pares de primers foram utilizados simultaneamente em nossa reagao de
Amplificacao (Multiplex PCR), que foi realizada em volumes de 50 uL, contendo Tris-
HCI 10 mM (pH 8.3), KCI 50 mM, 5,5 mM de MgCI2, dNTPs 200 mM (cada) e
primers: pg3 e pgb0 — 40 pmoles (cada); C1 e C4 - 20 pmoles (cada); 1,25U de
AmpliTag DNA polimerase e 20 ng de DNA extraido da amostra (Harmon et al.

1997).

A amplificacao foi realizada no termociclador, sendo que as condicdes usadas
no ciclo foram as seguintes: inicialmente, uma desnaturagdo a 94°C durante 4
minutos, seguida por 25 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 45°C durante 1 minuto, e

72°C durante 1 minuto, com uma extensao final de 72°C durante 7 minutos.
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6.3.3.2.4 - Outros Genes associados a viruléncia

Como ja explicado, as flagelinas sao proteinas bem conhecidas pelo seu
envolvimento na colonizagdo de Campylobacter no hospedeiro. Outra proteina
associada a viruléncia é chamada CadF (Campylobacter adesao a fibronectina),
posteriormente, denominada como adesina de Campylobacter, apos identificagcdo do
seu envolvimento no processo de colonizagdo (Bang et al. 2003a, Bhavsar &
Kapadnis 2007). Trata-se de uma proteina de membrana externa de 37KDa,
detectada entre isolados de Campylobacter de diversas fontes, demonstrando que
essa proteina pode ser considerada conservada (Bang et al. 2003a, b). Sua
atividade e envolvimento no processo de colonizacdo de Campylobacter foram

demonstrados in vivo em diferentes cepas de C. jejuni.

Dois iniciadores do gene cadF, F2B e R1B, previamente descritos (Konkel et
al. 1999, Bang et al. 2003a), foram utilizados em uma PCR com as amostras
isoladas, utilizando também amostras padrdo C.coli e C.jejuni como controles. A
PCR foi realizada em um termociclador PTC-200 (MJ Research, Inc. Watertown,
MA), utilizando condi¢cdes descritas anteriormente (Konkel et al. 1999, Bang et al.
2003a), com pequenas modificagbes ou seja, 94°C por 5 min seguido por 30 ciclos
de 94°C durante 1 min, 45°C durante 1 min e 72°C por 1 min. A etapa final foi de

72°C por 1 min. (Muller et al. 2006)

6.3.3.3-Analise dos produtos da PCR
ApOs a reacdo da polimerase em cadeia (PCR), 10uL de todos os produtos
amplificados e 7uL de um marcador de peso molecular de 100pb (invitrogen) foram

analisados através de eletroforese em gel de agarose a 1,0%, onde, apds a etapa de
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corrida (TBE 0,5x), o gel foi corado com solugao de brometo de etidio (Sigma, St.
Louis, IL, EUA), numa concentragao de 0,5 mg/mL, descorado em agua e observado
em sistema de transiluminagdo (Sambrook et al. 2001). A fotografia digital do gel e
das bandas de DNA separadas eletroforeticamente foi realizada em aparelho tipo

Gel Doc UVP GDS 7.500 (Gel Documentation System, Califérnia, EUA).
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A caracterizagao conclusiva das amostras se baseou nos resultados aferidos nas

provas bioquimicas realizadas e na sua comparagao com o perfil esperado.

7.1. Amostras ambientais

Como informado na metodologia, foram realizadas 10 viagens a campo para a

coleta de agua do rio Sdo Jodo. O esquema de amostragem, onde o pH e

temperatura da agua foram medidos no momento das coletas, estdo discriminadas

na quadro 2. No quadro 3, encontra-se a estimativa da maré no momento da coleta

e o perfil de positividade das amostras.

2007 2008
12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta 52 coleta 6 coleta 72 coleta 82 coleta 9?2 coleta 102 coleta
24/ago 02/set 14/set 27/out 28/jan 22/fev 01/abr 18/abr 30/mai 06/jun
Ponto pH NV NV # NV 55 8.0 55 6.5 75 7.0
1 Temp. NV 22.8°C 23.7°C 23.9°C 24.1°C 25.8°C 25.9°C 24.3°C 23.3°C
Ponto pH NV NV # NV 55 75 55 7.0 75 6.0
2 Temp. NV 22.9°C 23.8°C 23.9°C 23.8°C 25.4°C 25.8°C 24.3°C 22.2°C
Ponto pH NV NV NV NV 5.5 5.5 6.0 6.5 7.0 6.0
3 Temp. NV 22.9°C 25.8°C 25.2°C 23.7°C 27.3°C 26.8°C 26.4°C 24.5°C 23.6°C
Ponto pH NV NV NV NV 5.5 5.5 55 6.5 7.0 6.0
4 Temp. NV 22.6°C 24.0°C 24.7°C 24.5°C 26.7°C 25.5°C 25.8°C 23.9°C 22.0°C
Ponto pH # NV NV NV 5.5 5.5 55 6.0 7.0 6.0
5 Temp. 22.7°C 23.6°C 24.6°C 23.8°C 26.7°C 25.0°C 25.4°C 23.7°C 26.4°C
Ponto pH # # # # # # 55 6.5 6.5 6.5
6 Temp. 24.0°C 25.9°C 24.3°C 21.3°C

# = coleta ndo realizada

NV = parametro ndo verificado

Quadro 2- Perfil de pH/ temperatura das amostras de agua por ponto de coleta.

2007 2008
12 coleta 22 coleta 3° coleta 42 coleta 5° coleta 6° coleta 7° coleta 82 coleta 9? coleta 102 coleta

24/ago 02/set 14/set 27/out 28/jan 22/fev 01/abr 18/abr 30/mai 06/jun

Maré alta 13:08 17:15 15:53 14:58 17:53 15:13 11:38 13:24 11:17 17:30

Maré baixa 18:56 12:21 10:15 09:26 12:06 09:41 18:00 20:00 17:45 10:56
Ponto Hora da

1 coleta 13:00 13:50* # 10:45 12:21 16:20* 15:30 14:10 13:00 14:30*
Ponto Hora da

2 coleta 12:40 13:30* # 10:30 11:55 16:00 15:10* 13:50* 12:38 14:12
Ponto Hora da

3 coleta 12:25 13:05* 13:00* 10:10 11:40 15:45* 14:50* 13:26* 12:25 13:50
Ponto Hora da

4 coleta 14:05* 12:15* 14:00* 11:05 12:45 16:40* 15:55 14:58 13:20 14:50
Ponto Hora da

5 coleta # 12:30* 13:45* 11:15 13:01 16:45* 16:10 14:47 13:35 15:07
Ponto Hora da

6 coleta # # # # # # 11:40* 10:40 10:30* 11:00*

* - coletas cujos resultados foram positivos para o isolamento de Campylobacter.

Quadro 3- Altura do nivel do rio/ horario das coletas baseado na tabela de
marés do Porto do Forno — Arraial do Cabo/RJ.
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Do total de 125 amostras analisadas, 55 foram ambientais (51 do rio e 2 de agua

de poco, 1 de reservatério de chuva, 1 de caixa dagua), onde obtivemos positividade

de isolamento de Campylobacter em 22 amostras, 21 do rio Sdo Jodo e uma de

agua de pogo, comprovadas pelas provas morfo-tintoriais e bioquimicas (Quadro 4).

N° da Ponto Resultado Resultado
amostra generico especifico
(género) (espécie)
04 ponto 4 Campylobacter Jejuni
05 ponto 4 Campylobacter Jejuni
06 ponto 5 Campylobacter sp.
07 ponto 3 Campylobacter Jejuni
08 ponto 2 Campylobacter Jejuni
10 ponto 1 Campylobacter Jejuni
12 ponto 3 Campylobacter Jejuni
15 ponto 5 Campylobacter Jejuni
16 ponto 4 Campylobacter Jejuni
32 ponto 3 Campylobacter sp.
35 ponto 1 Campylobacter sp.
36 ponto 4 Campylobacter Jejuni
37 ponto 5 Campylobacter coli
38 ponto 6 Campylobacter coli
39 ponto 3 Campylobacter Jejuni
40 ponto 2 Campylobacter coli
46 ponto 3 Campylobacter Jejuni
47 ponto 2 Campylobacter coli
52 ponto 6 Campylobacter sp.
59 ponto 6 Campylobacter coli
62 ponto 1 Campylobacter sp.
88 * Campylobacter sp.
Total de amostras positivas para Campylobacter 22

* Amostra de agua de pogo

Quadro 4 — Resultados positivos para Campylobacter nas amostras de origem
ambiental por pontos de coleta.

7.2. Amostras de fezes

Foram coletadas 60 amostras de origem fecal (55 humanas e 5 de animais),

do total ja citado de 125 amostras trabalhadas. Destas, seis amostras, quatro de

animais e duas humanas, apresentaram-se positivas na identificagdo do género
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Campylobacter de acordo com as provas utilizadas. No quadro 5 podemos observar

os dados referentes as amostras de fezes de origem humana trabalhadas nessa

pesquisa.
Numero Grupo etario Sexo Diarréia Resultado
at;tgészs <de18 | >de18 | masc. | fem. | sim | ndo | positivo | negativo
de fezes anos anos

55 26 29 26 29 14 41 2 53

Quadro 5 - Caracteristicas do material de origem fecal humano analisado.

As duas amostras fecais humanas positivas (3,64%), confirmadas pela
metodologia classica e pelas provas moleculares, eram de individuos do sexo
feminino, sem diarréia, maiores de 18 anos que freqientavam a mesma associagao
de moradores do local. Foram encontradas duas diferentes espécies de
Campylobacter (coli e jejuni). Ambas faziam uso de agua de pogo em sua rotina
doméstica, todavia apenas em um destes pocos houve o isolamento de

Campylobacter sp.

Uma destas pessoas, justamente a que apresentou positividade na agua do
poco, autorizou a coleta de material fecal provenientes dos animais domésticos
existentes em sua residéncia, como ja foi explicado, o que permitiu o isolamento

Campylobacter em 4 dos 5 materiais analisados (80% de positividade).
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Grafico 1 - Percentuais de positividade de Campylobacter em amostras
coletadas de animais relacionados aos casos positivos em humanos.

40% 3 C.jejuni
B Campylobacter sp.

Onegativo

4U%

Entre os isolados gerais de todas as fontes pesquisadas obtivemos 28
amostras positivas, das quais 14 foram agrupadas na espécie jejuni e 6 amostras na
espécie coli. As demais ficaram agrupadas no género, denominadas de

Campylobacter spp.

Apo6s a caracterizagdo bioquimica classica as amostras foram submetidas,
como ja comentado, as extragdes quimicas através da Guanidina e da precipitagéo
dos sais (kit G&E), sendo que nos dois métodos obtivemos DNA extraido com
qualidade compativel com as necessidades para a execucdo dos testes
moleculares. Em outras palavras os dois métodos de extragao apresentaram eficacia

similar.

De acordo com as explicacbes feitas no item material e métodos, foram
realizadas apos as extracdes das amostras, as reagdes de amplificacdo em funcéo

dos iniciadores escolhidos (PCR).

A segquir (figura 4), encontram-se os resultados do primeiro gel de agarose a
1%, feito com os produtos do multiplex PCR com os primers associados as espécies

Campylobacter coli e Campylobacter jejuni. pg3 (5'- GAACTTGAACCGATTTG - 3),
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pg50 (5-ATGGGATTTCGTATTAAC-3'), C1 (5-CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATG

T-3"), C4 (5-GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT- 3.

1 2 3 . 4 5006 7SROl ORIRIZNC 4 04

90

C- (controle negativo)

CJ (padréo / C. jejuni)

PM (padrao de peso molecular)

Figura 4 — Resultado da PCR associada a diferenciagado das espécies.

Através deste gel, identificamos a amostra 90 como Campylobacter coli. Mas
como nao houve observacdo de bandas especificas para as duas principais
espécies, C.coli e C.jejuni, confirmamos entdo, a qualidade da extracédo através de
uma aplicagdo do material extraido em gel de agarose. A figura 5 demonstra a
excelente qualidade da extragao por esta técnica, mostrando que todas as amostras

testadas possuiam DNA extraido.

1 12 3456 7 89 10 | IV
s s s - 2) 05
R 9 o8
Bt L] | LB 4) 10
5 12
6) 15
7) 16
8) 36
9 47

10) CJ (padréo)

Figura 5 — Gel de agarose a 1% utilizado para visualizar a qualidade do DNA
das amostras extraidas pela técnica da Guanidina.
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Os géis foram repetidos com as amostras isoladas e os padrdes positivos e
negativos (novo PCR). As amostras 1 e 2, em ambos os géis, correspondem as

amostras padrao de Campylobacter coli e Campylobacter jejuni, respectivamente.

1 2 3 .45 6o a8 ORIt 1344 18 16_1.7
B W T

1) CC (padréo / C.coli) 11) 16
2) CJ (padrdo/ C. jejuni) ]2) 35

(351 3) 04 3) 36
4) 05 (C.jejuni) 14) 37
¢ 5)  05* (C.jejuni) 15) C-
i 6) 07 (C.jejuni) 16) PM
7) 08 (C.jejuni) 17) PM
8) 10 (C.jejuni)
9) 12

10) 15 (C.jejuni)

1) CC (padréo) 11) 72 _
-— : 2) CJ (padrao)  12) 90 (C.coli)

3) 38 13) 91 (C.jejuni)
4) 39 14) 106 (C.jejuni)
5) 40 15) C-

6) 46 16) PM

7) 47 17) PM

8) 52

9) 59

10) 62

Figura 6 — Géis de agarose demonstrado o resultado da PCR com osprimers
associados a diferenciagcao das espécies.

Podemos observar na figura 6B a confirmagdo da espécie C.coli na amostra
90 (ave doméstica) e de C.jejuni nas amostras 5, 7, 8,10,15 (agua do rio), 91 (ave

domeéstica) e 106 (humana).

Para a pesquisa molecular associada ao género, utilizamos primers que
amplificam um fragmento de 816-pb somente encontrado nas espécies de
Campylobacter urease positivos termotolerantes (UPTC) e Ureolyticus: C412F, 5'-

GGATGACACTTTTCGGAGC-3' e C1288R, 5"-CATTGTAGCACGTGTGTC-3". O gel
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da PCR realizada (Figura 7) mostra positividade nas amostras 47, 72 e 90, e

controles.

1 2+ Biuldemibaabiaate SHOL L (IS O W B4 2) 04

—
8) 16
= 10) 47

Figura 7 — Gel da PCR realizada com os primers de género (Linton et al.1996).

Como nao haviam aparecido bandas em todas as amostras ja confirmadas

bioquimicamente como Campylobacter, repetimos a PCR (Figura 8):

CJ  10) 47
04 11) 72
05  12) 90
08  13) C-
14) PM

1 27 35 45N =S O R| USSR 2% ¥ 4
k]

OCQoO~NOO A WN-—-
N NN NS NN
-

o

Figura 8 — Gel da PCR realizada com os primers de género, amostras extraidas
pelo método da Guanidina.

Como os resultados foram semelhantes, tentamos realizar a reagdo com o

material extraido pelo Kit G&E, utilizando inclusive novas amostras (Figura 9).

1) ¢J 10) 47
1 2 3 4 5 ER Rt ORI AT S e 1 7 2) 05 11) 59
. R 3) 07 12) 62
d 4) 12 13) 72
5) 16 14) 90
6) 35 15) CC
7) 36 16) C-
8) 37 17) PM
9)

Figura 9 — Gel da PCR realizada com os primers de género, amostras extraidas
pelo Kit G&E.
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Observamos que a amostra 47, positiva no gel anterior, ndo apresentou

banda neste gel. A partir desta duvida, realizamos um gel do material extraido pelo

kit (Figura 10), para confirmar a presenga de material nesta amostra:

1) CJ

2) 05

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 3) 07
- B el -—-—--4 P 4) 12
\ ‘ bl S
IR 9 %
8) 37

9) 38

10) 47

11) 59

12) 62

13) 72

14) 90

15) CC

Figura 10 — Gel de agarose a 1% utilizado para visualizar a qualidade do DNA
das amostras extraidas pela técnica do Kit G&E.

De acordo com a figura 10, a amostra 47 apresentou grande quantidade de
DNA extraido, podemos imaginar que essa grande quantidade pode ter funcionado
como um inibidor da reagado, ja que as amostras positivas apareceram com uma
quantificagdo de DNA bem menor (1, 13, 14, 15). Foi realizada uma nova PCR
utilizando quantidades um pouco menores de DNA, incluindo algumas amostras

negativas e novas amostras extraidas (Figura11).

1 2 334 SR S SO O3 ded 25 13, 14

Figura 11 — Gel da PCR realizada com os primers de género, amostras extraidas
pelo Kit G&E.
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Outro resultado importante foi a positividade da amostra 90 (Figura 12), ja
confirmada como Campylobacter coli (Figura 4), a partir dos primers cadF, F2B e
R1B, previamente descritos. A presenga do gene associado a adesina de
Campylobacter, que pode ser detectado entre isolados de Campylobacter de

diversas fontes, gera uma proteina que pode ser considerada conservada (Bang et

al. 2003 a, b).

1 2 3456 7 8 910 11 12 1314 1516 17 1819 20 21 1 cc 1) 35
PRI L T s R SR B 2 C 12) 36
” . 3) 04 13) 37
4) 05 14) 38
5 07 15) 47
6) 08 16) 59
7) 10 17) 62
8) 12 18) 72
9 15 19) 90
10) 16 20) C-

)

Figura 12 — Gel de agarose realizado com os primers para evidenciagao de
presenca de adesina (colonizagao)
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8. DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos, e conhecendo a precariedade da rede de
saneamento da regido, podemos sugerir, com base na literatura cientifica, a
existéncia de potencialidade para contaminagdo dos corpos d’agua da regido por
cepas de Campylobacter spp. de origem fecal. Apesar da modesta positividade
encontrada nas amostras de fezes humanas, onde houve isolamento deste
microrganismo em duas amostras de conveniéncia de individuos residentes na
localidade, que faziam uso de agua proveniente de pogo. A positividade constatada
em animais do peridomicilio (80%) associada a de humanos (3,64%), vém a
contribuir para o risco acima sugerido, ja que os animais também podem ser uma
fonte de contaminacdo ambiental. Ressaltamos que as amostras de fezes de
animais foram obtidas na residéncia de um dos individuos positivos para
Campylobacter, o qual utilizava a agua do pogo, também positivo, para dar de beber

aos animais e nas atividades domiciliares, evitando esta fonte para consumo préprio.

A auséncia de sintomas diarréicos, nos individuos positivos, pode estar
relacionado ao contato precoce e freqiente com o microrganismo, caracteristico de
populagdes de paises em desenvolvimento, que pode levar ao desenvolvimento de
imunidade parcial, ainda na infancia, resultando em quadros leves ou assintomaticos

na idade adulta (Tosin & Machado 1995).

A questdo fundamental, em termos de saude publica, esta associada a

melhoria das condi¢des sanitarias desta populacdo, o que levaria a diminuicdo no
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numero episodios de contato precoce e a consequente infeccdo por agentes

bacterianos patogénicos diversos, entre esses o proprio Campylobacter.

Com base nos resultados obtidos, consideramos que a metodologia utilizada
na coleta/transporte e isolamento se mostrou apropriada para este tipo de analise,
propiciando o isolamento de 28 amostras positivas para Campylobacter em 125
amostras coletadas. Cabe ressaltar, novamente, que esta € uma bactéria fastidiosa,

gue muitas vezes nao se consegue detectar com facilidade.

Durante o processamento das amostras de origem ambiental, observamos
que as mesmas demoraram um tempo muito maior para se desenvolver nos meios
de cultura classicos, do que as amostras provenientes de animais e humanos.
Nesses isolamentos, foi necessario aguardar até 96hs para obtengcdo de
crescimento em placa enquanto que, nas outras amostras (fezes) em 48hs ja era
possivel detectar o crescimento bacteriano. Como a necessidade de aguardar um
tempo superior, ao normalmente utilizado para detectar esse crescimento, ndo era
descrita na literatura, somente a observacao insistente do pesquisador, possibilitou

chegar a esses achados.

Um dos problemas encontrados durante a coleta de material ambiental, foi a
dificuldade de aliar o tempo necessario para coletar as amostras em Barra de Sao
Jodo, com o tempo de deslocamento até o laboratério para processamento das
amostras no mesmo dia, ja que todo procedimento deveria ser realizado em um

intervalo maximo de seis horas para ndo prejudicar a qualidade da amostragem.
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Outra grande dificuldade encontrada foi em relagdo a obtengdo de amostras
fecais. Houve pouco interesse das autoridades contactadas em participar do estudo,
apesar da apresentacado de carta de solicitagdo da instituicdo. Essa pouca aceitagcao
gerou dificuldades para a obtengdo de uma amostra aleatéria, sendo necessario utilizar
uma amostra de conveniéncia, a qual pode prover resultados interessantes, mas nao
tem o mesmo peso na avaliagdo probabilistica, j4& que o pesquisador acaba

selecionando membros da populacdao mais acessiveis.

Em relagdo as amostras d’agua, das 51 amostras coletadas no rio S&o Joéo,
obteve-se 21 positivas, perfazendo um alto percentual (41,17%) de amostras
positivas isoladas. Esses dados se contrapdem a Carlier (1994) que afirma nao ser
facil o isolamento de Campylobacter do ambiente devido as suas exigéncias, mas
corrobora outros estudos onde foi efetuado esse tipo de isolamento (Rollins &
Colwell 1986, Filgueiras & Hofer 1989, Filgueiras 1992). Pode-se também inferir que
o rio Sdo Jodao apresenta grande potencial para a manutengdo destes
microrganismos e, possivelmente, de outras bactérias Gram negativas menos

exigentes.

Quando realizamos uma comparagao entre as coletas realizadas no rio Sao
Jodo (Quadro 3), o material obtido na Barragem (ponto 6), local mais afastado da foz
do rio, foi 0 que se mostrou com maior percentual de isolamento (75%), uma vez que
foram realizadas 4 coletas neste local e somente uma ndo apresentou positividade.
Este € um ponto de concentragdo das aguas provenientes do proprio rio S&o Jodo e

seus afluentes e de agua de infiltragdo de diversos locais ao redor da barragem. Por
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ser uma obra feita pelo homem, o local sofre um impacto ambiental consideravel, ja

gue normalmente essas aguas nao permaneceriam armazenadas nesta barragem.

Gostariamos de chamar atencao para a auséncia de Campylobacter spp. nas
amostras coletadas na rede publica de abastecimento, demonstrando que o
processo de tratamento parece ser eficiente, no que diz respeito a eliminagado de
bactérias deste género. Os trabalhos da HPA (2007) afirmam que a agua pode ser
um importante reservatério deste microrganismo e segundo Bolton et al. (1987)
diversos surtos de campilobacteriose veiculados por agua de rios ja ocorreram em

outras partes do mundo.

Quanto as amostras fecais, a partir de conversas com moradores da regido
do entorno dos pontos de coleta, tomamos ciéncia da ocorréncia de alguns
episddios diarréicos na localidade. Todavia, nao foram isoladas cepas de
Campylobacter de individuos diarréicos. Em contrapartida, duas pessoas
aparentemente saudaveis, que se propuseram, a participar deste estudo
apresentaram positividade para este género. Em geral, o isolamento de
Campylobacter proveniente de fezes é de mais facil obtengéo, pela quantidade de
bactérias por grama de fezes nesse material, que € muito superior a geralmente
obtida de material aquatico, onde entra o fator diluigdo e, também, porque a
metodologia utilizada é indicada para material fecal. Entretanto, em nosso estudo, o
isolamento de Campylobacter foi obtido em maior niUmero em amostras ambientais e
animais, Sendo possivel, que a sintomatologia diarréica associada aos humanos,
que tiveram amostras analisadas em nosso estudo, fosse devido a outros tipos de

microrganismos ou estivesse associada a disturbios alimentares. Acrescentamos



61

que os individuos positivos freqientavam a mesma associagcdo (Associagao de
Amigos do Segundo Distrito de Cabo Frio) e que esta somente atende aos
moradores da margem oeste do Rio S&o Joédo, prestando pequenos servigos de
interesse publico como atendimento gratuito fisioterapico, cursos de curta duragéo e

de informatica entre outros.

Quanto aos resultados de biologia molecular, a avaliagdo morfo-tintorial e as
analises bioquimicas propiciaram a identificacdo classica de 28 isolados de
Campylobacter sp. do total de 125 amostras coletadas. Todavia, como nem todas as
amostras foram confirmadas pelas técnicas moleculares, algumas colocagbes séo

importantes.

Como podemos observar nas figuras 6, 7 e 9, varias amostras classicamente
identificadas como Campylobacter nao apresentaram, no gel de agarose, bandas
compativeis com o peso molecular do fragmento esperado para o género. Segundo
Lund (Lund et al. 2003), concentragdes muito grandes de DNA podem inibir a reagao
da PCR, impedindo a visualizacdo das bandas. Apesar desses trabalhos terem sido
feitos em amostras de fezes, os autores obtiveram um rendimento bem maior em
suas reagdes para Campylobacter, apés diluicdes de até 1/10 do material extraido.
Realmente, observando a figura 8, podemos constatar que algumas amostras
apresentaram grandes quantidades de DNA extraido, Isso indica a necessidade de
estudos futuros, utilizando diferentes concentracbes desse material, para avaliar a

quantidade ideal de DNA a ser utilizada nestes experimentos.
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Um exemplo dessa situagdo é a amostra de numero 47, que foi positiva para
género a partir da PCR feita com o material extraido pelo método da guanidina
(Figura 8), mas que se apresentou negativa quando submetida a mesma reagao
ap6s extracdo pelo KIT G&E (Figura 9). Novamente observando as extragdes
podemos comparar a figura 3 (extragcado pela guanidina) com a figura 8 (extragao
pelo KIT G&E) observamos na primeira, que a amostra 47 se apresenta com uma
quantidade extremamente menor de DNA do que a segunda, o que pode explicar

sua positividade nas PCRs realizadas a partir deste método.

Outro resultado importante diz respeito a positividade da amostra 90 (Figura
12), confirmada como Campylobacter coli (Figura 4), a partir dos primers cadF (F2B
e R1B), previamente descritos, associados a viruléncia. A presenca do gene
associado a adesina de Campylobacter, que pode ser detectado entre isolados de
Campylobacter de diversas fontes, gera uma proteina que pode ser considerada
conservada (Bang et al. 2003 a, b). Segundo os autores, sua atividade e
envolvimento na colonizagdo de Campylobacter foram demonstrados in vivo em
diferentes cepas de C. jejuni. Essa amostra foi proveniente de frango presente no
peridomicilio de um dos doadores de fezes, o qual também apresentou positividade
para a espécie C. coli, demonstrando que pode haver um contato cruzado entre o

portador humano e animal.

No Brasil, poucos trabalhos tém relatado o isolamento de Campylobacter do
meio ambiente ou de processos diarréicos, induzindo a idéia de que o isolamento
dessa espécie fosse um acontecimento incomum (Carlier, 1994). Talvez esse fato

tenha ocorrido devido a combinac&o de varias caracteristicas, tais como a falta de
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variagdo sazonal, doenca branda e as elevadas taxas de infecgbées com multiplos
agentes patogénicos (Taylor 1992). Além disso, muitos laboratérios clinicos
comumente nao identificam Campylobacter em sua rotina, uma vez que s&o
organismos fastidiosos e apenas um reduzido numero de testes bioquimicos estéao
disponiveis (Vilardo et al 2006), levando o género a ser negligenciado nos estudos

de saude publica realizados em nosso pais.

Com base em trabalhos publicados em outros paises (Pianetti et al 1998,
Jones 2001, Moore et al 2001, Daczkowska-Kozon & Brzostek-Nowakowska 2001,
Fernandez et al 2003, Devane et al 2005), e nos resultados do presente estudo,
verifica-se que seu isolamento ndo € um fato tdo incomum como se supunha,
considerando o alto indice de isolamento em amostras ambientais e a presenca de

portadores animais e humanos assintomaticos.

Considerando a evolugdo das técnicas que podem ser empregadas na
atualidade, verifica-se que hoje é mais facil o estudo desse microrganismo e de seu

papel como indicador de contaminagao ambiental.

Ja que o trato digestivo € a porta de entrada para essa bactéria e o trato
intestinal, a sua forma de eliminacdo para o exterior, ndo se pode deixar de
considerar os trabalhos de Jones et al. (1990), Filgueiras & Hofer (1989) entre
outros, e pensar no possivel papel desempenhado pelas aguas de esgoto, que se
langadas sem tratamento nos mananciais hidricos podem servir de fonte de

contaminagcdo de varias formas. Na regido estudada, muitos moradores n&o
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possuem acesso ao saneamento basico e criam animais domeésticos em seu

peridomicilio, o que poderia contribuir para o quadro observado.

Apesar desses indicadores, o numero de trabalhos que consideram o estudo
de Campylobacter em aguas de esgoto e outros ambientes ainda € muito incipiente
(Filgueiras 1992). Uma das principais razdes do desinteresse por esses estudos € a
auséncia de informagao sobre a distribuicdo ecolégica de Campylobacter no Brasil,
apesar de ter sido amplamente estudado em outros paises (Alary & Nadeu 1990,
Jones 2001) que demonstraram que sistemas hidricos desprotegidos podem servir

como forma de contaminagao por bactérias deste género.

Corroboramos a metodologia de escolha, desde a coleta até o isolamento,
combinando a identificagdo classica com a molecular, ja que possibilitava atingir os
objetivos propostos no estudo, com o intuito de contribuir para a melhoria na
quantidade e qualidade da agua disponivel e consumida pela populagéo e para a

redugao dos problemas de saude decorrentes do uso de agua contaminada.

As questdes ambientais atualmente estdo na pauta dos debates mundiais,
porém, na pratica, pouco esta sendo feito para proteger o elemento essencial para
vida humana, a agua. A degradacdo dos recursos hidricos € crescente, pois
acompanha as atividades humanas de urbanizagdo, desmatamento, agricultura e
industrializagcdo que provocam todo tipo de contaminacdo. E preciso posturas mais
firmes em termos de legislagéo contra o desperdicio de agua e contra a degradagao de

Nossos mananciais de abastecimento, para que o consumo no futuro seja garantido.
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Acreditamos que este trabalho venha contribuir para aumentar as informacdes
disponiveis em nosso pais sobre a distribuicido deste género bacteriano em

ambientes aquaticos e sua possivel transmissao hidrica.
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9. CONCLUSOES

O isolamento de Campylobacter no rio S&o Jodo sugere contaminagao deste
manancial por bactérias potencialmente patogénicas pertencentes a esse género,
indicando também que as técnicas disponiveis e que foram utilizadas para

isolamento sdo adequadas.

O isolamento de Campylobacter spp. de amostras ambientais do rio Sdo Joao
indica que este ambiente possui potencial para manutencdo destas espécies,

representando um alerta para o monitoramento constante do local.

A auséncia de Campylobacter spp. na agua distribuida pela rede publica de
abastecimento indica a possivel efetividade no processo de tratamento, uma vez que
a agua é retirada da lagoa de Juturnaiba, um dos pontos que apresentou maior

positividade de isolamento deste género dentro do nosso estudo.

A existéncia de portadores assintomaticos humanos e animais de
Campylobacter merece atengéo especial, no que diz respeito a disseminagao desta
bactéria no ambiente aquatico, ja que o sistema de tratamento de esgoto na regiao &
precario e os dejetos in natura acabam sendo langados direta ou indiretamente no
rio Sdo Jodo ou seus afluentes. Porém a auséncia de portadores sintomaticos nesse
estudo, ndo quer dizer obrigatoriamente que estes ndo desempenhem importante
papel na disseminagcdo desses microrganismos para o ambiente. O uso de uma
amostragem aleatéria da populagdo do sitio de estudo, pode vir a revelar dados

diferentes dos obtidos com a amostragem por conveniéncia.
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Com relagdo a metodologia de isolamento utilizada, podemos concluir que
essa se mostrou interessantemente eficiente, uma fez que trata-se de uma técnica
usada para o isolamento de Campylobacter spp. direto de fezes, sendo que para
esse estudo, adaptamos os procedimentos de coleta e concentragdo por

centrifugacgao para a obtencao de espécimens provenientes de amostras de agua.

O aumento do tempo de incubagao de 48 horas (recomendado para amostras
de fezes) para 96 horas favoreceu a identificagdo de amostras positivas em
materiais classificados inicialmente como negativos, apos leituras realizadas com
crescimentos de 48 horas. Essa adequacgao favoreceu o aumento dos indices de
positividade (mais confiaveis), pela redugao do potencial de identificagdo equivocada

de falsos negativos.

Pudemos também observar a potencialidade de bactérias do género
Campylobacter para servirem de indicadores de contaminagdo ambiental recente,
por material fecal proveniente do langamento de esgotos nado tratados em corpos
d’agua como rios e lagoas. Destacamos o termo recente, em virtude das dificuldades
de sobrevida do Campylobacter em ambientes hostis a sua manutencéo,
principalmente devido a condi¢des inadequadas de tensdo de oxigénio, temperatura,

disponibilidade de nutrientes e de competicdo com outros microrganismos.

Com relagao aos resultados obtidos através das técnicas moleculares, fica a
idéia da necessidade da realizacdo de procedimentos de quantificacdo do DNA

extraido, para obtencdo de um valor, em termos de quantidade (padronizagéo), para
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a geracdao de dados mais substanciosos, associados ao perfil genético das

trabalhadas.
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10. PERSPECTIVAS DE ESTUDOS FUTUROS E RECOMENDAGOES

- Acreditamos que seja muito importante no futuro proximo, a realizagao de outros
trabalhos:

» Na regido, visando o manejo hidrico da bacia do rio Sdo Joao, a melhoria
ecoldgica e a preservacao do ecossistema natural dentro de um conceito de
desenvolvimento sustentavel, ja que a localidade serve como atrativo turistico
estimulando a geracéo de renda local.

» A partir dos microrganismos isolados:

- Avaliando a capacidade de sobrevivéncia natural de Campylobacter
spp. em diferentes condigdes impostas pelo ambiente.
- Arealizagao de experimentos posteriores de biologia molecular:
= Utilizando diferentes concentragcdes do DNA extraido para avaliagao
da quantificagao ideal para realizar a técnica da PCR sem inibicdes.
= Aumento da especificidade dos estudos incluindo sequenciamento

molecular das cepas nao tipificadas na presente pesquisa.

A idéia de se realizar trabalhos de escopo semelhantes a este esta pautada
na contribuicdo com dados para subsidiar a construcido de futuras politicas publicas
de vigilancia em saude para a formulagdo de estratégias de intervencédo local, como
0 manejo destes corpos hidricos e melhoria do saneamento, favorecendo ndo s6 a
ecologia, mas também o desenvolvimento mais sustentavel da regido. Este trabalho
€ apenas um olhar inicial sobre o assunto, nés acreditamos que, a partir destas
idéias, outros poderdo se seguir, contribuindo para a formagdo de um quadro que

retrate a realidade local.
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12. Anexos

Anexo 01 - Ficha de acompanhamento das amostras de origem fecal.
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rimbdrio da Gaisde
Funda¢ia Oswaldo Cruz FHOCRUZ

INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS
{Amostras de Fazes)

Ciata da Coleta: ! ¢ ldentiticacao de origem:
Mama:
St o Masculin: Faminirea Hada:

SiruagAo na Familia: Pai = Mas 5 Filhola)
Cutres Cual?

Diarréia: Sim Maa
Presenca de:  Cor Abdomins Mucs Gangue — Febre = Vimik — Inapsténcia

Uzo de Antibidticos? Sim Man Cual?

Mumaro de Pessoas na Besidéncia:

Ralato de Cascs de Diarrdia na Familia: Sim - Mao

Com o Préprio? Sim 5

Caso negativo no igm anerior: Cuem?

Gluanda ? Moz dlimcs 6 meses

Enitra & mases & 1 ano

Maiz de 1 ano QBE;
Recoréncia no Perioda? Sim =T

Guantas Yezes?

Atribui os Casos de Diargia a Algum Fator? Sim = Ti]

Gual?

Rz aliza Alguma Atividade nas Aguas do Rio Séo Jedo {pesca, lazer, banho, etcl?
Zim Mo Caal?

Possui animial em casa? Simn Mae Clual?

A Agua de Consumo & Criginaria do Sewvige de Abaswecimento Publico? Sim & Nao

Caso negative: Da arde?

Oibeevacies:




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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