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RESUMO

Os residuos gerados pelas populaces e despejados nos corpos de dgua por meio dos esgotos, sem tratamento,
sdo a principal causa da poluicdo destes, afetando seus diversos usos. Ainda que Escherichia coli, seja o
parametro mais utilizado na avaliagdo da remocédo de patdgenos, sabe-se que outros microrganismos, tais como
bactérias dos géneros Salmonella, Shigella, Campylobacter, Helicobacter e outros, podem estar presentes e
com isso poderiam ser investigados. As lagoas sdo processos de tratamento de esgotos e de pés-tratamentos
largamente utilizados no Brasil. Estes sistemas sdo amplamente reconhecidos por serem capazes de remover
organismos patogénicos. O presente trabalho tem por objetivo investigar a ocorréncia das bactérias Salmonella
enterica (ser) Typhimurium, Shigella dysenteriae, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus e Yersinia
enterocolitica em esgoto bruto e efluentes de lagoas de polimento em série utilizando-se a técnica da PCR.
Considerando-se Salmonella Typhimurium, e Shigella dysenteriae, estas s6 foram detectadas nos estagios
iniciais (esgoto bruto ou lagoa 1, a depender da bactéria e da coleta) e ndo mais se verificou sua presenca nas
lagoas subsequentes. Quanto as demais bactérias investigadas (Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus e
Yersinia enterocolitica) sua presenca ndo foi detectada em nenhuma das unidades investigadas e em nenhuma
das quatro coletas.

PALAVRAS-CHAVE: Esgoto bruto, lagoas de polimento, bactérias patogénicas, PCR

INTRODUCAO

Os residuos gerados pelas populacGes e despejados nos corpos de dgua por meio dos esgotos, sem tratamento,
sdo a principal causa da poluicdo destes, afetando seus diversos usos, sobretudo aquele que requer melhor
qualidade, que é o abastecimento doméstico. Um corpo de agua que recebe esgotos pode incorporar uma
enorme quantidade dos mais variados géneros de organismos, muitos deles patogénicos. A génese destes
agentes patogénicos, em grandes centros urbanos, é essencialmente humana, refletindo diretamente o nivel de
salde da populacdo e as condicBes de saneamento basico presentes em cada regido. Juntamente com a
contribuicdo humana existe a procedéncia animal (gatos, cachorros, aves e outros), cujos dejetos também séo
eliminados através do esgoto (von Sperling, 2005).

Ainda que o grupo dos coliformes, centrados em Escherichia coli, seja o pard@metro mais utilizado para a
avaliacdo da remocdo de patdgenos, sabe-se que outros microrganismos, patogénicos ou oportunistas, tais
como bactérias dos géneros Salmonella, Shigella, Campylobacter, Helicobacter e outros, podem estar
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presentes e com isso poderiam ser investigados, de modo a permitir se a avaliacdo dos sistemas de tratamento
também € eficiente na remocdo destes. A efetiva ocorréncia de bactérias patogénicas em esgotos brutos e
tratados tem sido pouco estudada e a maioria dos trabalhos tem seu foco na avaliacdo do grupo dos coliformes.

As lagoas sdo processos de tratamento de esgotos e de pos-tratamento de efluentes anaerdbios largamente
utilizados no Brasil. Estes sistemas sdo amplamente reconhecidos por serem capazes de remover organismos
patogénicos. Dentre as modalidades existentes, as lagoas de polimento tém sido utilizadas como pés-tratamento
de efluentes de reatores anaerdbios, tipo UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket), possibilitando alcancar
elevadas eficiéncias na remog¢do de organismos patogénicos.

Ha algumas décadas as ferramentas moleculares tém tido grande destaque e aplicabilidade na deteccdo de
microrganismos quando se trata de temas relacionados a especialidades médicas. Sua utilizagdo no
conhecimento da ecologia de organismos ambientais tem se revelado nas trés Gltimas décadas, e no Brasil,
atualmente, essa tecnologia tem se despontado na avaliacdo dos microrganismos envolvidos nos sistemas de
tratamento de esgotos com maior frequéncia. E assim, um instrumento de pesquisa bastante promissor, que
permite conhecer com maior precisdo 0s microrganismos patogénicos presentes nestes ambientes. Dentre as
principais técnicas moleculares utilizadas na investigagcdo de microrganismos em amostras ambientais, a PCR
(Polymerase Chain Reaction - reagdo em cadeia da polimerase) tem se destacado, e tem sido utilizada na
investigacdo de bactérias patogénicas, tais como, linhagens patogénicas de Escherichia coli, Helicobacter
pylori, Campylobcter jejuni, Salmonella spp. e outros microganismos, no entendimento da sua distribuicdo no
meio ambiente (Lee et al., 2006; Burtscher et al., 2003).

O presente trabalho tem por objetivo investigar a ocorréncia das bactérias Salmonella enterica (ser)
Typhimurium, Shigella dysenteriae, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica em
esgoto bruto e efluentes de lagoa de polimento utilizando-se a técnica da PCR.

MATERIAL E METODOS

Descricdo do aparato experimental

O aparato, em escala de demonstracdo, esta implantado no CePTS/ (Centro de Pesquisas e Treinamento em
Saneamento) UFMG/COPASA, localizado junto & ETE Arrudas, em Belo Horizonte. E constituido de um
reator UASB e trés lagoas de polimento em série conforme apresentado na Figura 1. As principais
caracteristicas do sistema estdo descritas na Tabela 1. O sistema recebe esgotos sanitérios tipicos gerados nas
cidades de Belo Horizonte e Contagem.

Coleta e preparo da amostra

Os pontos avaliados compreenderam amostras do esgoto bruto (EB), da lagoa 1 (L1) e da lagoa 3 (L3). Foram
coletados 2L do afluente e do efluente das lagoas em quatro campanhas de coleta, nas seguintes datas:
25/04/2007, 27/02/2008, 11/02/2009, 27/05/2009. As datas das coletas foram selecionadas casualmente, ou
seja, ndo foi considerado nenhum evento especifico para se fazer a coleta. As amostras foram coletadas em
garrafas plasticas de 2 litros, previamente lavadas com uma solucéo de Extran a 1%, enxaguadas com agua de
torneira e secas. Apdés a secagem, foram novamente enxaguadas com agua destilada, porém ndo foram
autoclavadas. Apo6s a coleta, as amostras foram transportadas para o Laboratério de Microbiologia do
DESA/UFMG preservadas em gelo.

As amostras provenientes das lagoas foram pré-tratadas segundo metodologia descrita em Godinho et al.
(2007) considerando o fato de a amostra ser muito diluida e principalmente devido a elevada concentracdo de
algas existentes nas lagoas e que poderia interferir na reacdo da PCR. O pré-tratamento adotado consistiu
basicamente em filtrar as amostras em filtro de 12,5 cm de didametro e 8,0 um de porosidade (Filtros J-Prolab-
faixa azul), e em seguida através de membrana éster-celulose, de 47 mm de didmetro e porosidade 1,2 um,
Milipore, ou equivalente e em seguida foram concentradas por centrifugagdo a 4000 rpm durante 30 minutos. O
esgoto bruto foi centrifugado a 4.000 rpm por 20 minutos diretamente, sem passar por nenhum processo de
purificacdo prévio. O sedimento obtido da centrifugacdo das amostras foi mantido a -20 °C até se fazer a
extragdo do DNA. O volume especificado (2 L) foi integralmente utilizado para se fazer a extragdo do DNA a
ser utilizado nas reacdes da PCR.
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Figura 1 - Fluxograma e vista parcial do aparato experimental: UASB, Lagoas 1, 2, 3 e Filtro

Tabela 1 - Caracteristicas do reator UASB e das lagoas de polimento

Reator UASB Lagoas de Polimento 1 e 2 Lagoa de Polimento 3

Volume: 14,2 m® Volume: 125 m’ Volume: 42 m*

Altura: 4,5m Comp. no fundo: 25,00 m Comp. no fundo: 16,56 m

Diémetro: 2,0 m Largura no fundo: 5,25 m Largura no fundo: 5,25 m
Profundidades médias: 0,75 me 0,70 m . i
respectivamente Profundidade média: 0,50 m

Vaz&o Média: 29 m°/d Vaz&o Média: 29 m°/d Vaz&o Média: 29 m°/d

TDH: 11,7 h TDH:4,3d  TAH: 0,15 m*/m’.d TDH: 1,5d TAH: 0,22 m*/m*.d

TDH: Tempo de detencéo hidraulica; TAH: Taxa de aplicagéo hidraulica

Extracdo do DNA para as analises da PCR

Para a extracdo do DNA, utilizou-se o protocolo descrito por Egli et al. (2003). As extracdes foram feitas em
duplicata ou triplicata, a depender da quantidade de amostra gerada na fase de preparo da amostra. Os
sedimentos obtidos foram unificados em Unico tubo. Apés a extracdo, aliquotas de 5,0 pl de cada amostra
extraida, adicionadas a 1,0 ul de tampé&o de corrida, foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% a 75
V por 40 minutos. O marcador de DNA (Ladder) utilizado para verificar a positividade da extracdo foi o de 1
Kb ou 100 pb (Fermentas). O gel foi corado em solucdo de brometo de etidio (0,5ug/mL) por
aproximadamente 15 minutos e em seguida submerso em &gua destilada por 5 minutos. A visualizacdo e
obtencdo das imagens foram feitas em um transiluminador de luz UV (de 300 nm) para verificar a presenca de
bandas fluorescentes e a confirmagéo positiva da extragdo do DNA.

Condicbes de amplificacdo do DNA

As concentragdes e volumes das reacdes da PCR estdo apresentados na Tabela 2. A amplificacdo do DNA pela
PCR foi feita seguindo as seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial: 3 minutos a 94 °C; desnaturacdo: 30 ciclos
de 60 segundos a 94 °C; anelamento: 1 minuto a T° especifica; extensdo: 1 minuto a 72 °C; extensdo final: 7
minutos a 72 °C. As temperaturas, inicial e final, foram de 94 °C e 4 °C, respectivamente. Para a analise das
bactérias investigadas foram utilizados pares de primers especificos para cada grupo alvo investigado, listados
na Tabela 3. As melhores temperaturas de anelamento para cada par de primers foram determinadas por meio
de reacbes da PCR com culturas puras em um termociclador com gradiente de temperatura (Mastercycler
Gradient, Eppendorf), onde foram testadas simultaneamente varias temperaturas diferentes
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Tabela 2 - Concentragdes e volumes dos reagentes utilizados na reacdo de PCR

] Reagentes Concentracdo estoque Concentracdo por reagao Volume (uL)
Agua ultra-pura - - 16,875
*Tampéo 10X 1X 2,5

dNTP 10 mM Total 0,2 mM Total 0,5

Primer 1 10 pmol/uL 0,3 pmol/uL (300 nM) 0,75

Primer 2 10 pmol/uL 0,3 pmol/uL (300 nM) 0,75

BSA 2,5 mg/mL 0,3 pg/pL 3,0

Taq Polimerase 5 u/uL 0,7u 0,125

DNA template 0,5

Volume total 25 L

* Tampdo acrescido de 50mM de MgClI; (concentragdo por reacao 1,5 mM)

Tabela 3 - Primers especificos utilizados na deteccao de bactérias patogénicas por PCR

L Nome Sequéncia Gene Amplicon  *T. A
Bactéria dos primers 5 —-3) alvo (pb) (°C) Referéncia
L-himA cgtgctctggaaaacggtga
TSa'mone_"a g himA 123 65  Bejetal. (1994).
yphimurium R-himA cgtgctgtaataggaata
tcttca
. i attgaagccgegecg i
dyssglr?teelrlia; o L-phoBR acgcaa %T]%i 152 68 Bej (2004)
R-phoBR cgttgcctgacaccttgaggg
HP1 gcaatcagcgtcagtaatgtt
Helicobacter c DNAr
pylori HP2 gctaagagatcagect 16S 521 55 Luetal. (2002).
atgtcc
Yersinia YE-1 ctgtcttcatttggagcattc Srﬁgfo('zg 155 ] Burtscher e
enterocolitica YE-2 gcaacatacatcgcagcaatc xina Wouertz (2003).
Staphylococcus nucl gcgattgat%?tgatacg?tt Gene 270 55 Burtscher e
. aureus nuc2 agccaagcctigacgaactaa nuc Wouertz (2003).

agc

*Temperatura de anelamento recomendada pelos autores dos artigos de referéncia

Os resultados da PCR podem ser interpretados da seguinte maneira: i) positivo: presenca de bandas no gel, do
fragmento de interesse, de acordo com o tamanho do fragmento amplificado no Ladder (ndo importando a
intensidade da banda); ii) negativo: auséncia de bandas no gel, implicando que o género ou a espécie
investigada estava ausente na amostra, ou estava abaixo do limite de deteccdo da técnica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 4 apresenta um resumo dos resultados das bactérias investigadas por meio da PCR, nas coletas 1 a 4.

Tabela 4 - Resultados da PCR para as bactérias investigadas com primer especifico

Bactérias Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
EB L1 L3 EB L1 L3 EB L1 L3 EB L1 L3
Salmonella Typhimurium + + - + - - + - - + - -

Shigella dysenteriae + - - - - - - - - - - -
Helicobacter pylori - - - - - - - - - - - }
Staphylococcus aureus - - - - - - - - - - - -
Yersinia enterocolitica - - - - - - - - - - . ;

+ Amplificacdo do DNA bacteriano positiva/ - Amplificacdo do DNA bacteriano negativa
EB = esgoto bruto; L1 e L3 = efluentes das lagoas 1 e 3, respectivamente
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Quanto a bactéria Salmonella enterica (ser) Typhimurium, os resultados mostraram a presenca de amplicons de
123 pb, indicando reagdo positiva no esgoto bruto (nas duas primeiras coletas) e um baixo sinal na lagoa 1 (na
primeira coleta). Para as coletas 3 e 4 foram detectadas bandas positivas para a amostra oriunda do esgoto
bruto (EB), e auséncia de bandas para as lagoas 1 e 3 (L1 e L3). Estes resultados indicam que 0 sistema de
tratamento pode ter apresentando decaimento de Salmonella Typhimurium no decorrer das unidades.

Para S. dysenteriae a amplificacdo s foi positiva para o EB na primeira coleta. Mesmo considerando a hipétese
de que o primer para S. dysenterie seja bastante sensivel, ndo se verificaram reacdes positivas para S.
dysenteriae nas lagoas em nenhuma das coletas.

Quanto a H. pylori, esta ndo foi detectada em nenhum dos pontos avaliados, nas quatro coletas, mesmo apés
algumas mudangas que levariam a uma otimizacdo da PCR (alteragBes da temperatura de anelamento, diluicdo
das amostras, aumento no volume de DNA template). Também foi utilizada a estratégia de “Nested PCR”, onde
foi aplicado o par de primers 1541 e EpF que amplifica aproximadamente 1400pb do gene DNAr16S para o
dominio Bacteria, e 0 uso dos amplicons para uma nova reacdo de PCR com o0s primers de uma regido do gene
DNAr16S, especifico de H. pylori para as amostras da primeira e segunda coletas. Porém, os resultados da
segunda amplificacdo também foram negativos.

Alguns pesquisadores que investigaram a presenca de H. pylori em amostras de esgoto bruto e tratado
utilizando-se de técnicas moleculares (PCR e PCR-RT) também ndo a detectaram em suas amostras (Lee et al.,
2006; Shannon et al., 2007; Janzon et al., 2009). Ao contrario, Lu et al. (2002) identificaram H. pylori em
amostras de esgotos ndo tratados, coletadas em um canal de esgoto a “céu aberto” no México. Importantes
observacGes sobre a deteccdo de H. pylori em diversas amostras de agua, incluindo agua potavel, agua
residudria, biofilmes oriundos de agua doce, agua de lagos e de rios, foram feitas no trabalho de pesquisa
conduzido por Janzon et al. (2009). Os autores fizeram um extenso levantamento de possiveis fatores que
poderiam ocasionar falhas na tentativa de se detectar o DNA de H pylori nas amostras especificadas, em
Dhaka/Bangladesh — regido de alta endemicidade de H. pylori, utilizando a técnica de PCR-RT, com rigoroso
controle de resultados falso-positivo e falso-negativo.

Para confirmar que seus resultados negativos ndo eram falso-negativos os autores monitoraram, por meio de
testes, diversos fatores intervenientes na PCR, que poderiam ser elementos a ocasionar resultados falso-
negativos e/ou falso-positivos, tais como, o método de coleta da amostra, a sensibilidade da reacdo, a
especificidade dos ensaios com cultura pura e a possivel degradacdo do DNA template. Os autores também
sugeriram que a auséncia de resultados positivos pudesse estar associada a presenca de inibidores da PCR.

Mesmo apds controlar todos estes fatores de interferéncia, ainda assim ndo foram verificados resultados
positivos e confirmou-se a veracidade do resultado negativo. Algumas de suas observagdes estdo em
consonancia com as verificadas nesta pesquisa. Aqui também foram adotadas medidas na tentativa de confirmar
os resultados negativos para H. pylori nas amostras investigadas, tais como a diluicdo do DNA, a fim de
minimizar inibidores da reacdo de PCR, “Nested PCR”, PCR com gradiente de temperatura e cultura pura,
aumento e diminuicdo do DNA template, sendo que nenhuma dessas medidas foi suficiente para modificar o
resultado negativo observado nas amostras investigadas nas quatro coletas.

Janzon et al. (2009) concluiram que possivelmente a rota de transmissdo predominante na &area estudada
(Bangladesh) ndo seria por meio de veiculagdo hidrica, mas ainda assim eles consideram que esta via de
transmissdo ndo pode ser refutada em regibes em que haja endemicidade de H. pylori. Elitsur e Yahav (2005)
mencionam que, a partir de 2004, varios trabalhos restabeleceram a rota feco-oral como um modo efetivo de
transmissao desta espécie. Aqui também se aventa a possibilidade de que os esgotos, brutos e tratados, ainda
ndo sejam rotas expressivas de veiculacdo da espécie bacteriana na regido estudada. Assim, pode-se considerar
a ndo deteccdo desta bactéria no presente trabalho, principalmente pela possibilidade de que a rota feco-oral
ainda ndo esteja bem estabelecida na transmissdo da doenca na regido estudada. Tais observagdes ndo implicam
dizer que H. pylori esteja totalmente ausente no esgoto de Belo Horizonte, mas que possivelmente, caso
ocorra, seja em concentracdo tdo baixa que ndo pode ser detectada pela PCR.

Os resultados também foram negativos para todas as tentativas de deteccdo de Staphylococcus aureus nas trés
amostras investigadas, nas quatro coletas. Este resultado é bastante coerente com aqueles observados por
Shannon et al. (2007) e Lee et al. (2006), utilizando a técnica da PCR em tempo real para quantificacdo de
bactérias patogénicas, nos quais Staphylococcus aureus ndo foi detectada em nenhuma das amostras de esgoto
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(bruto ou tratado) investigadas. Ampofo e Clerk (2003) reportaram que, dentre 25 géneros de bactérias
patogénicas investigadas em um sistema de tratamento de esgoto, composto por 4 lagoas de maturacdo em
série, utilizando-se técnicas de cultivo, o género Staphylococcus foi detectado em menos de 1% das amostras.

Ahtiainen et al. (1991), também investigaram a presenca do género Staphylococcus spp. em aguas poluidas, no
sul da Finlandia, incluindo na avaliagdo, amostras de esgoto tratado. Os autores verificaram que dentre 48
amostras avaliadas, somente uma amostra (correspondente a 2%) mostrou-se positiva para Staphylococcus
aureus. A presenca de Staphylococcus aureus foi identificada em 18% das amostras de aguas pristinas
investigadas. Nas amostras de esgoto tratado, a espécie mais comum foi Staphylococcus cohnii, que é
patogénica oportunista. D’Azevedo et al. (2008) relataram um caso de infec¢do por S. cohnii, ocorrido no
estado de Sdo Paulo/Brasil, cujo paciente, foi a 6bito no 25° dia de internagao.

Considerando-se que o gene nuc (que codifica a enzima nuclease extracelular termoestavel de S. aureus) é um
bom marcador para investigacdo deste organismo (Burtscher e Wuertz, 2003; Martineau et al., 1998; Wang et
al., 1997), a auséncia de resultados positivos para S. aureus é aceitavel. E possivel que outras espécies do
género Staphylococcus, que sejam oportunistas quando se instalam em hospedeiros humanos imunosuprimidos,
possam estar presentes nos esgotos em concentragBes mais elevadas que Staphylococcus aureus.

Outro fato relevante é que a toxina liberada por esta espécie, que é o grande problema atribuido a elas, esta
basicamente restrita aos alimentos, sendo raramente detectada nas fezes, uma vez que esta espécie é detectada
principalmente em infeccdes da pele e da garganta. Porém como tem importante papel em infec¢des
nosocomiais, pode ser detectada, eventualmente, em amostras de esgotos que recebam residuos de unidades
hospitalares sem tratamento prévio. Considerando-se que em ambientes muito competitivos Staphylococcus
spp. ndo sdo boas competidoras (Tortora et al., 2005) e que sua presenca em amostras de esgotos brutos e
tratados possa ser detectada quando haja algum aumento de infec¢des nosocomiais de origem estafilocécica, os
resultados negativos verificados nesta pesquisa séo razoaveis.

Quanto a Y. enterocolitica ndo houve resultado positivo de PCR para todas as amostras investigadas nas quatro
coletas, indicando auséncia desta no esgoto e nas unidades de tratamento. E possivel que esta bactéria
patogénica esteja em concentragcdes muito baixas nos esgotos brutos e tratados das ETEs brasileiras, uma vez
que a sua ocorréncia é mais detectada em paises de clima temperado (Carniel, et al., 2006; Falcdo e Falcdo,
2006).

CONCLUSOES

A presente pesquisa teve por objetivo a investigacdo das bactérias patogénicas: Salmonella enterica (ser)
Typhimurium, Shigella dysenteriae, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica no
esgoto sanitario bruto e no efluente de lagoas de polimento em série (lagoas 1 e 3 apds reator UASB),
utilizando-se a técnica da PCR. Avaliando-se as bactérias Salmonella Typhimurium, e Shigella dysenteriae,
estas s foram detectadas nos estagios iniciais (esgoto bruto ou lagoa 1, a depender da bactéria e da coleta) e
ndo mais se verificou sua presenca nos estagios posteriores do tratamento. A auséncia de reacfes positivas para
estas bactérias nos demais estagios do tratamento (lagoas 1 e 3, a depender da coleta) pode ser interpretada
pela interacdo de dois eventos: i) a ocorréncia de um decaimento expressivo nas unidades do tratamento e ii) 0s
baixos indices com que tais bactérias ocorreram nos esgotos, particularmente, nas amostras e nos periodos
estudados.

Quanto as demais bactérias investigadas (Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica)
sua presencga ndo foi detectada em nenhuma das unidades do tratamento investigadas em nenhuma das quatro
coletas. O fato de que uma espécie (e/ou sorotipo) tenha se mostrado negativo pode ndo significar totalmente
que a bactéria esteja ausente nas amostras investigadas. Existe a possibilidade de que a espécie possa estar
presente, porém em concentracdes muito baixas, ou ainda que a rota feco-oral ndo esteja totalmente
estabelecida na transmissdo da espécie, requerendo que sejam feitas mais analises para que se tenha um
resultado mais representativo.
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