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RESUMO 

O presente trabalho tem por objetivo investigar a ocorrência de bactérias patogênicas em um 

sistema de tratamento de esgotos composto por reator UASB e três lagoas de polimento em 

série (L1, L2 e L3), utilizando-se a técnica da PCR e quantificá-las utilizando-se a técnica de 

FISH. Foi feita ainda a comparação das técnicas Colilert® e FISH, na quantificação de E. 

coli. Adicionalmente avaliaram-se as condições ambientais nas lagoas, por meio do 

monitoramento de parâmetros físicos e químicos, para verificar a sua possível influência na 

ocorrência e decaimento de bactérias patogênicas. A pesquisa foi realizada nas unidades de 

tratamento de esgotos em escala de demonstração localizadas no CePTS/COPASA/UFMG, na 

região metropolitana de Belo Horizonte/MG. Foram feitas quatro coletas para a investigação 

das bactérias por PCR e sua posterior quantificação pela técnica de FISH. Para a comparação 

das técnicas Colilert® e FISH na quantificação de E. coli foram feitas seis coletas. O 

monitoramento dos parâmetros físicos e químicos foi feito de dez/2006 a mar/2009. Quanto à 

investigação das bactérias patogênicas pela PCR, verficaram-se reações positivas para E. coli, 

Salmonella spp. (apenas nas lagoas 1 e/ou 3), Enterococcus spp. e Campylobacter jejuni. 

Salmonella Typhimurium, Shigella spp. e Shigella dysenteriae foram detectadas nos estágios 

iniciais do sistema (esgoto bruto e/ou UASB e/ou lagoa 1) e não mais foram detectadas nas 

últimas unidades do tratamento. Quanto às espécies H. pylori, S. aureus e Y. enterocolitica, 

estas não foram detectadas em nenhuma das unidades nas quatro coletas. Quanto à 

quantificação das bactérias por FISH encontrou-se valores médios para E. coli de 2,3x107, 

4,8x106 e 4,5x106. Para Salmonella valores de 8,6x106, 3,4x106 e 5,4x106. Para 

Campylobacter spp., média de 4,5x106, 6,1x105 e 7,3x105 e para Enterococcus, valores 

médios de 1,6x106, 2,6x105 e 1,3x105 respectivamente no EB, L1 e L3. Quanto à comparação 

do Colilert® e FISH na quantificação de E. coli verificaram-se valores de 1,1x108, 5,5x105 e 

5,2x103 NMP/100mL para o EB, L1 e L3 com o Colilert®. Com o FISH os valores foram da 

ordem de 4x107, 3,8x106 e 3,1x106 células/100 mL para o EB, L1 e L3 respectivamente.  

Quanto à avaliação das condições ambientais nas lagoas, por meio do monitoramento de 

parâmetros físicos e químicos, possivelmente tais parâmetros só podem ser atribuídos às 

variações encontradas quando associados entre si e a outros fatores externos. Observou-se 

que, de maneira geral, excetuando-se o pH, O.D, temperatura e possivelmente a vazão, os 

demais não interferiram, expressivamente, na presença ou ausência de determinados gêneros 

bacterianos. 



 

 
_______________________________________________________________________________________ 

Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

xi 

ABSTRACT 

The present work aimed to investigate pathogenic bacteria in a wastewater treatment system 

composed by one UASB reactor and three polishing ponds in series using PCR technique and 

FISH techniques. A comparison between the Colilert® and FISH techniques to quantify E. 

coli was also done. Environmental conditions on the ponds were evaluated through 

monitoring of physical and chemical parameters, in order to verify their possible influence on 

the occurrence and decay of the pathogenic bacteria. The research was developed in a pilot 

treatment plant (200 population equivalents) treating urban wastewater from the city of Belo 

Horizonte/Brazil. Four sampling campaigns were undertaken to investigate bacteria by PCR 

and subsequent quantification using FISH technique. To compare Colilert® and FISH 

techniques for the quantification of E. coli, six sampling campaigns were done. Monitoring of 

physical and chemical parameters was carried out from December/2006 until March/2009. 

Regarding the investigation of the occurrence of pathogenic bacteria using PCR, there were 

positive results for E. coli, Salmonella spp. (only in ponds 1 and/or 3), Enterococcus spp. and 

Campylobacter jejuni. Salmonella Typhimurium, Shigella spp. and Shigella dysenteriae were 

detected only at the initial stages of the system (raw wastewater and/or UASB and/or pond 1). 

The species H. pylori, S. aureus and Y. enterocolitica were not detected in any of the four 

samples collected. Regarding quantification of bacteria by FISH the following mean values 

were found in the raw wastewater, pond 1 effluent and pond 3 effluent, respectively (values in 

cells per 100 ml): E. coli 2.3x107, 4.8x106 and 4.5x106; Salmonella 8.6x106, 3.4x106 and 

5.4x106; Campylobacter spp. 4.5x106, 6.1x105 and 7.3x105; Enterococcus 1.6x106, 2.6x105 

and 1.3x105. When comparing Colilert® and FISH for E. coli quantification, the results 

obtained were, respectively: raw wastewater 1.1x108 MPN/100ml and 4.0x107 cells/100ml; 

pond 1 effluent 5.5x105 MPN/100ml and 3.8x106 cells/100ml; pond 3 effluent 5.2x103 

MPN/100ml and 3.1x106 cells/100ml. Regarding the influence of environmental conditions in 

the ponds, no single factor alone showed to be responsible for the decay of the pathogenic 

organisms in the ponds, and it is likely that their simultaneous interaction was the dominant 

factor. However, temperature, dissolved oxygen and pH seemed to be the most influential 

factors.
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1 INTRODUÇÃO 

Os excretas presentes nos esgotos sanitários são responsáveis pela propagação de diversos 

contaminantes, podendo ocasionar problemas associados à saúde e à poluição das águas, o 

que implica na necessidade de se fazer o tratamento dos esgotos antes que estes sejam 

encaminhados ao seu destino final. Existem vários sistemas de tratamento de esgotos 

disponíveis e que propiciam a remoção de matéria orgânica, sólidos, nutrientes e 

microrganismos. 

No Brasil, nas últimas décadas, tem-se verificado uma considerável expansão na utilização de 

sistemas anaeróbios no tratamento de efluentes domésticos, principalmente os reatores 

anaeróbios tipo UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket). Dentre as diversas características 

que favorecem a utilização da tecnologia anaeróbia, destacam-se (i) o baixo custo de 

implantação do sistema; (ii) o baixo ou nulo consumo de energia; (iii) baixa demanda de área; 

(iv) simplicidade operacional; (v) aplicabilidade em pequena e grande escala; (vi) produção 

de metano, um gás combustível de alto teor calorífico; (vii) tolerância a elevadas cargas 

orgânicas e (vii) baixa produção de sólidos (CHERNICHARO, 2007). 

Os sistemas anaeróbios atingem boa eficiência na remoção da DBO (demanda bioquímica de 

oxigênio), da ordem de aproximadamente 60 a 80%, porém, na maioria das vezes esta 

eficiência é insuficiente, ocasionando a necessidade de pós-tratamento do efluente. Dentre as 

tecnologias de pós-tratamento que atualmente se encontram mais consolidadas no Brasil, 

estão as lagoas de polimento (LP). A combinação do tratamento dos esgotos utilizando-se o 

processo anaeróbio, seguido por lagoas de polimento, confere grande vantagem econômica ao 

sistema, uma vez que é possível que sua implementação seja feita em etapas, além de exigir 

menores requisitos de área, se comparado às lagoas de estabilização convencionais (von 

SPERLING, 2005). 

Os resíduos líquidos e sólidos gerados pelas populações e despejados nos corpos de água são 

a principal causa da poluição destas, afetando seus diversos usos, sobretudo aquele que requer 

maior índice de qualidade, que é o abastecimento doméstico. Um corpo de água que recebe 

esgotos pode incorporar uma enorme quantidade dos mais variados gêneros de organismos, 

muitos deles patogênicos e causadores de doenças. A gênese destes agentes patogênicos é 

essencialmente humana em grandes centros urbanos, refletindo diretamente o nível de saúde 
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da população e as condições de saneamento básico presentes em cada região. Além disso, 

também existe a procedência animal, cujos dejetos são eliminados através do esgoto (fezes e 

urina de cães, gatos, suínos, bovinos, aves e outros animais de criação) e também pela 

presença de animais silvestres no entorno das estações de tratamento de esgotos (ETE), 

sobretudo roedores e aves (von SPERLING, 2005; SILVA et al., 2001). 

Do ponto de vista de saúde pública, os principais grupos de organismos associados com água 

e fezes, e de interesse clínico são bactérias, vírus, protozoários e helmintos. Apesar do grupo 

dos coliformes (totais, termotolerantes/Escherichia coli) ser o parâmetro mais utilizado para a 

avaliação da remoção de patógenos, sabe-se que outros microrganismos, patogênicos ou 

oportunistas, tais como bactérias dos gêneros, Salmonella, Shigella, Campylobacter e outros, 

podem estar presentes e com isso deveriam ser investigados, de modo a avaliar se os sistemas 

de tratamento também são eficientes na remoção destes (ASHBOLT et al., 2001). Porém, a 

presença de bactérias patogênicas, em lagoas de polimento, tem sido pouco estudada e a 

maioria dos trabalhos tem seu foco na avaliação dos coliformes. 

Com o desenvolvimento das pesquisas em microbiologia ambiental, tem-se observado uma 

tendência de adoção de novas técnicas para se avaliar a presença de microrganismos em 

diversos ambientes. Particularmente a adoção de técnicas de biologia molecular tem 

contribuído para o aperfeiçoamento das análises, frente à necessidade de se conhecer melhor 

os mecanismos de remoção dos microrganismos patogênicos, visto serem estes agentes de 

enfermidades. Dessa forma, entende-se como altamente relevante o desenvolvimento de 

pesquisas que busquem maior conhecimento sobre outros microrganismos além dos 

indicadores, que sejam de interesse em saneamento, utilizando-se de tecnologias mais 

avançadas e que possibilitem melhor entendimento dos aspectos do tratamento dos esgotos no 

que se refere à presença de microrganismos patogênicos, particularmente, as bactérias. 

Há algumas décadas a biologia molecular tem tido grande aplicabilidade na detecção de 

microrganismos quando se trata de temas relacionados a especialidades médicas. Sua 

utilização no conhecimento da ecologia de organismos ambientais tem se revelado nas três 

últimas décadas, e no Brasil, atualmente, essa tecnologia tem sido utilizada na avaliação dos 

microrganismos envolvidos nos sistemas de tratamento de esgotos com maior frequência. É 

assim, uma ferramenta bastante promissora, pois permite conhecer com maior precisão os 

organismos envolvidos no tratamento de esgotos. Alguns autores também têm utilizado a PCR 
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e sondas de hibridação específicas, no estudo de linhagens patogênicas de Escherichia coli no 

entendimento da sua origem e distribuição no meio ambiente (YAN et al., 2007; ISHI et al, 

2007b; AHMED, et al., 2007).  

Neste contexto, a atual pesquisa foi proposta na tentativa de se avançar no conhecimento 

acerca da presença de bactérias potencialmente patogênicas nos esgotos brutos e tratados. A 

investigação de microrganismos patogênicos, por ferramentas moleculares, proposta neste 

trabalho, acoplada a técnicas convencionais de cultivos para detecção de E. coli e as análises 

microcópicas, oferecerá maiores informações sobre a presença de bactérias patogênicas em 

amostras de esgotos brutos e tratados, sobretudo nos sistemas constituídos por reatores 

anaeróbio tipo UASB, seguidos de pós-tratamento por lagoas de polimento. 

Serão descritas as bactérias E. coli e suas linhagens patogênicas, Salmonella spp., Shigella 

spp., Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni e 

Yersinia enterocolitica, investigadas no presente trabalho.  

Fez-se opção por investigar tais bactérias, por elas serem importantes patógenos, responsáveis 

por enfermidades associadas a baixas condições de saneamento básico, veiculadas através da 

água e alimentos contaminados, além de fortemente relacionadas à rota feco-oral 

(intimamente vinculada aos esgotos domésticos) e responsáveis por quadros de diarréia 

aguda, gastroenterites e outras sintomatologias em humanos.  

Optou-se pela avaliação de Helicobacter pylori por ser um microrganismo considerado 

emergente (FORD, 2004), e que até recentemente não estava associado à veiculação hídrica, 

fato que tem sido demonstrado através da utilização de técnicas como a PCR (HUFFMAN et 

al., 2003). Além disso, a rota feco-oral também tem sido discutida e reportada por vários 

autores (LECLERC et al., 2004; HULTÉN et al., 1998; MORENO et al., 2003; LU et al., 

2002; MOURAD-BAARS e CHONG, 2006; LEE et al., 1991; LEHOURS e YILMAZ, 2007; 

RODRIGUES et al., 2005) na transmissão desta espécie, incidindo sobre os esgotos 

sanitários, papel preponderante. 

A seleção das bactérias utilizadas para se desenvolver a presente pesquisa foi baseada em 

publicações de referência da área de microbiologia humana e ambiental, tais como 

MADIGAN et al. (2004), FEACHEM et al. (1983), BITTON (2005), MARA (2003), 
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CLOETE et al. (2004), DEVRIESE et al. (2006), TORTORA et al. (2008), além de 

periódicos específicos. 

O CePTS (Centro de Pesquisas e Treinamento em Saneamento), onde está situado o sistema 

de tratamento utilizado neste trabalho, foi idealizado em 2000 como parte do PROSAB 

(Programa de Pesquisa em Saneamento Básico/2000), sendo inicialmente denominado de 

ETE/Experimental UFMG/COPASA. Desde então diversas pesquisas vêm sendo conduzidas, 

em escala piloto e de demonstração, elevando-o a centro de pesquisas, sempre com o intuito 

de gerar dados e conhecimentos sobre a melhoria da qualidade dos efluentes, quanto aos 

parâmetros físicos, químicos e biológicos, além da aplicabilidade de inovações tecnológicas, 

culminando com o objetivo maior de proteger o ambiente e melhorar a qualidade de vida das 

populações. 

Uma vez que a presente pesquisa, avaliando bactérias potencialmente patogênicas no esgoto 

bruto e efluente das lagoas de polimento por técnicas moleculares, foi feita pela primeira vez 

no laboratório de Microbiologia do DESA/UFMG, as etapas metodológicas da pesquisa são 

descritas por tópicos, objetivando torná-las mais didáticas e elucidativas. 

Além do caráter inovador, esta pesquisa, financiada pela FAPEMIG, pode ser considerada 

também como um trabalho de cunho metodológico, uma vez que foram necessárias diversas 

adaptações nas metodologias disponíveis e possíveis de serem aplicadas a efluentes de 

estações de tratamento de esgotos.  

Este tipo de amostra ambiental pode variar bastante, não só em função das alterações 

climáticas a que estão sujeitas (como por exemplo, a intensidade de chuva), mas também pela 

presença de sólidos suspensos que podem interferir nas análises, além de outras variantes, não 

perceptíveis pelo pesquisador e por isso muitas vezes impossíveis de serem controladas, mas 

que podem interferir, mesmo que de maneira subjetiva, nos resultados. Assim, foram 

necessários vários testes, até que se conseguisse alcançar uma metodologia de trabalho que se 

considerou como mais apropriada às amostras investigadas, tanto na preparação das amostras 

quanto para a aplicação das técnicas.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

O objetivo geral desta pesquisa é investigar e quantificar bactérias potencialmente patogênicas 

presentes em um sistema de tratamento de esgotos composto por reator UASB e lagoas de 

polimento em série (UASB-LP). 

2.2 Objetivos específicos 

� Investigar a ocorrência das bactérias Escherichia coli, Escherichia coli 

enterohemorrágica, Salmonella spp., Salmonella enterica (ser) Typhimurium, Shigella 

dysenteriae, Shigella spp., Helicobacter pylori, Enterococcus spp., Staphylococcus 

aureus, Yersinia enterocolitica e Campylobacter jejuni, ao longo do sistema UASB-LP 

utilizando-se a técnica da PCR (polimerase chain reaction – reação em cadeia da 

polimerase). 

� Quantificar as bactérias detectadas por PCR no sistema UASB-LP utilizando-se a técnica 

da hibridação in situ com sondas fluorescentes- FISH (Fluorescent in situ Hybridization). 

� Quantificar Escherichia coli no esgoto bruto, e no efluente das lagoas de polimento 1 e 3 

pelo método FISH e pelo método do Substrato Cromogênico – Colilert® e comparar os 

resultados.  

� Avaliar, por meio do monitoramento de parâmetros físicos e químicos, as condições 

ambientais nas lagoas e sua possível influência na ocorrência e decaimento das bactérias 

patogênicas.  
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Lagoas de polimento 

As lagoas de polimento são assim denominadas por objetivar uma melhoria ou polimento na 

qualidade do efluente de sistemas anaeróbios, particularmente na remoção da DBO residual, 

matéria nitrogenada e organismos patogênicos. Distinguem-se, portanto das lagoas de 

estabilização, cujo objetivo é reduzir substancialmente a carga orgânica de esgotos brutos 

(CAVALCANTI, et al. 2001; von SPERLING, 2005). 

As lagoas de polimento recebem um efluente que passou por um tratamento prévio, fazendo 

com que a matéria orgânica e os sólidos em suspensão tenham sido bastante reduzidos no pré-

tratamento e, portanto, a DBO esteja em grande parte estabilizada. Von Sperling (2005) relata 

que devido aos baixos tempos de detenção nos reatores anaeróbios, a remoção de organismos 

patogênicos é baixa. As lagoas de polimento são então dimensionadas de forma que se 

aproveite, ao máximo, a interação de diversos fatores ambientais, tais como temperatura, pH, 

insolação e alta concentração de oxigênio dissolvido, na remoção de microrganismos 

patogênicos. Esta é sua função primordial, mas o sistema também alcança uma remoção 

adicional da matéria orgânica. 

Vários destes mecanismos de decaimento tornam-se mais eficazes quando se adotam 

profundidades menores, o que justifica o fato destas lagoas serem mais rasas, quando 

comparadas aos demais tipos. Ainda conforme von Sperling (2005), as lagoas de polimento 

devem atingir elevadas eficiências na remoção de coliformes (E> 99,9 ou 99,99%), para que 

possam ser cumpridos os requisitos para utilização do efluente final para irrigação, ou os 

padrões para corpo d’água em função da classe a que pertençam. 

3.2 Bactérias patogênicas de importância em microbiologia sanitária  

3.2.1 Conceitos gerais 

As bactérias patogênicas de interesse em microbiologia sanitária são basicamente as de 

origem entérica. Alguns gêneros destes grupos são comensais, enquanto que outros são 

patogênicos e/ou oportunistas, colonizando principalmente o trato gastrointestinal. A maioria 

pertence às famílias Enterobacteriaceae, Enterococcaceae e Streptococcaceae. Dentro do 

grupo das enterobactérias, destacam-se os gêneros: Enterobacter, Escherichia, Salmonella, 
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Shigella, Yersinia, Klebsiella, Vibrio (MADIGAN et al., 2004). Leclerc et al. (2004) 

comentam que gêneros de bactérias como Campylobacter, Helicobacter, Legionella e outros, 

embora não pertençam à família das enterobactérias, estão fortemente associados à 

transmissão pela rota feco-oral, de maneira que sua avaliação nos esgotos domésticos também 

pode ser importante.  

A contaminação da água por bactérias de origem intestinal humana pode também ser um 

indicativo da presença de microrganismos patogênicos pertencentes a outros grupos, tais 

como vírus (hepatovírus - hepatite A, E; rotavírus; adenovírus entéricos etc.), protozoários 

(Giardia spp., Criptosporidium parvum, Entamoeba hystolitica etc.) e helmintos (Ascaris 

spp., Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis etc.) (DOMBEK et al., 2000; BASTOS et 

al., 2003).  

Grande parte destes microrganismos são potencialmente patogênicos para os humanos, 

podendo induzir sintomatologia clínica. Além disso, alguns autores relatam que animais como 

aves, domésticas e selvagens, e várias espécies de mamíferos, também são hospedeiros de 

patógenos de origem humana, como por exemplo, o sorotipo O157:H7 de E. coli EHEC, 

patogênica para humanos e causadora de graves quadros de gastroenterites, o que pode 

ocasionar o aumento da concentração de patógenos nos esgotos e o risco de transmissão 

através do contato com o hospedeiro contaminado e pela ingestão de água ou alimentos 

contaminados (KRUMPERMAN, 1983; LECLERC et al., 2004; ISHI e SADOWSKY, 2008).  

Normalmente a infecção seguida de sintomatologia clínica só ocorre quando uma quantidade 

suficiente de determinado microrganismo (dose infectante) é ingerida. A Tabela 3.1 apresenta 

algumas bactérias patogênicas de maior importância sanitária e a sua respectiva dose 

infectante (menor fração do agente que desencadeia infecção e/ou morbidade e/ou morte) para 

humanos imunologicamente competentes. 
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Tabela 3.1 - Bactérias patogênicas de veiculação hídrica, doenças e dose infectante. 

Bactéria  Doença Dose infectante 
 (no de organismos) 

Vibrio cholerae Cólera 103 - 106 

Salmonella spp. Salmonelose 10 5 -10 9 

Campylobacter jejuni Gastroenterite ou campilobacteriose < 500 

Shigella spp. Disenteria bacilar ou shigelose 10 - 102 

Salmonella Typhi Febre tifóide 10 3 - 10 5 

E. coli Diarréia 10 6-10 8 

E. coli O157:H7 (EHEC) Colite hemorrágica e ITU* 10 a 100 

Leptospira spp Leptospirose Desconhecida 

Legionella pneumophila Legionelose Desconhecida 

Yersinia enterocolitica Diarréias 109 

Helicobacter pylori Úlcera péptica e câncer gástrico ≈ 104 

Adaptado de Schroeder e Wuertz (2003), Bitton (2005), Ibekwe et al. (2002), Feachem et al. (1983). 
*Infecção do trato urinário 

Doenças relacionadas com a água são a maior causa de morbidade e mortalidade ao redor do 

mundo. Dentre estas doenças, as diarréias são estimadas como a causa de 1,8 milhões de 

mortes por ano, principalmente nos países em desenvolvimento (WHO, 2004).  

A diarréia, mesmo sendo reconhecida como importante causa de morbi-mortalidade no Brasil, 

ainda não teve sua inclusão estabelecida no MDDA (Monitorização das Doenças Diarréicas 

Agudas). As dificuldades em vigiar as doenças diarréicas decorrem, principalmente, de sua 

elevada incidência, da não obrigatoriedade de notificação de surtos e da aceitação, tanto de 

parte da população leiga, quanto dos técnicos, de que o problema da diarréia é "normal" no 

Brasil. A análise de casos isolados, no geral, não requer o diagnóstico clínico conclusivo do 

agente causal da diarréia. Levando-se em conta que o agente etiológico de vários casos de 

diarréia é de origem bacteriana, e considerando-se que o isolamento do agente nem sempre é 

fácil, na maioria das ocorrências não se sabe com certeza absoluta qual o agente causador da 

diarréia. Em casos de surtos, faz-se a definição da fonte, da via de transmissão e o diagnóstico 

por meio do critério clínico - epidemiológico (LINCX Sistema de Saúde/FNS/1999-2000). 

A determinação da presença de patógenos bacterianos ou indicadores de contaminação fecal 

em águas é necessária para se fazer a avaliação da saúde pública e garantir sua segurança em 

termos de saneamento, de modo que se possa adotar estratégias que sejam de controle 

realmente eficaz. Ao se avaliar esta potencial contaminação das águas, usualmente se busca a 

detecção de organismos indicadores de contaminação fecal.  



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

9 

Bactérias do grupo dos coliformes têm sido sistematicamente adotadas como organismo 

indicador de contaminação fecal, devido a algumas características, dentre as quais se 

destacam: i) o fato de serem encontradas em elevadas quantidades nas fezes humanas, 

tornando a sua detecção mais fácil em amostras ambientais com presença de matéria fecal; ii) 

serem detectadas somente em animais de sangue quente; iii) terem taxas de decaimento 

similares a organismos patogênicos de interesse; iv) não se reproduzirem no meio ambiente; 

v) serem de detecção relativamente rápida e econômica (MOTA, 2006; von SPERLING, 

2005).  

Bastos et al. (2003) mencionam que, complementarmente, tem-se utilizado os enterococos 

fecais, pertencentes a uma variedade de espécies associadas aos dejetos humanos, como 

indicadores de contaminação, porém estes podem ser detectados também nas fezes de outros 

animais e, similarmente aos coliformes, apresentam espécies de vida livre. Além disso, em 

geral, os enterococos são mais resistentes que os coliformes.  

Embora as bactérias do grupo dos coliformes sejam os principais indicadores de 

contaminação fecal em amostras ambientais, potencialmente, todos os habitantes da flora 

intestinal humana e animal poderiam ter o papel de indicadores de contaminação. Não 

obstante, ainda não se encontraram substitutos equivalentes aos coliformes, seja porque suas 

características ambientais são menos conhecidas, ou devido às técnicas de isolamento serem 

demoradas e imprecisas. 

Por este motivo é que a maioria dos estudos disponíveis na literatura e grande parte do 

monitoramento praticado em estações de tratamento de esgotos, a fim de se verificar a 

eficiência do tramento, atêm-se ao grupo dos coliformes, focados principalmente em E. coli, 

pela confiabilidade de sua origem realmente fecal (diferentemente dos coliformes totais e 

termotolerantes, que incorporam bactérias de vida livre, por exemplo, dos gêneros Klebsiella, 

Citrobacter, Enterobacter, Serratia). Desta forma, poucos estudos apresentam uma ampla 

caracterização de bactérias patogênicas em sistemas de tratamento de esgotos.  

Com o desenvolvimento das pesquisas em microbiologia aplicada ao saneamento, tem-se 

observado a adoção de novas técnicas laboratoriais como, por exemplo, as técnicas de 

biologia molecular, na avaliação da presença e da remoção de microrganismos no tratamento 

dos esgotos. Este aprimoramento nas análises pode contribuir ainda, para um melhor 
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entendimento dos mecanismos de remoção de organismos patogênicos no tratamento de 

esgotos. 

A avaliação da qualidade microbiológica dos esgotos tratados adquire cada vez mais um papel 

de fundamental importância, devido às suas implicações quando despejados nos corpos de 

água receptores, bem como ao uso controlado de efluentes tratados e do lodo para diversos 

fins, como por exemplo, o reúso agrícola. Conforme mencionado anteriormente, ainda que 

sejam conhecidos diferentes grupos de microrganismos patogênicos nos esgotos, os 

protozoários, as bactérias patogênicas e os vírus não são analisados rotineiramente nas 

pesquisas que investigam a qualidade do tratamento dos esgotos, e a verificação de sua 

presença ou ausência fica vinculada aos organismos indicadores de contaminação fecal, no 

caso, o grupo dos coliformes.  

Na avaliação da remoção de bactérias patogênicas em sistemas de tratamento de esgotos, são 

utilizados os organismos indicadores de contaminação fecal do grupo coliforme, do qual E. 

coli é pertencente. No entanto, um fato recente foi observado na revisão de Ishii e Sadowski, 

(2008) sobre o uso de E. coli como indicador de contaminação fecal. Os autores 

demonstraram a capacidade desta espécie em crescer e sobreviver em uma variedade de 

ambientes naturais (por ex., solo, areia, sedimentos), devido à sua versatilidade em adquirir 

energia, requerendo, simplesmente, fontes de carbono, nitrogênio, além de fósforo, enxofre e 

pequenas quantidades de outros elementos. Este microrganismo pode ainda crescer, tanto em 

condições aeróbias como anaeróbias, e em uma variedade de flutuações ambientais, tais 

como, temperatura e umidade, suscitando assim, dúvidas sobre o caráter de melhor indicador 

e da exclusividade fecal, que até então tem sido atribuído a E. coli.  

Assim, avaliar somente os organismos indicadores pode incorrer em uma insuficiência na 

qualidade do tratamento, no sentido de que o decaimento de determinados patógenos, às vezes 

pertencentes ao mesmo grupo, não pode ser avaliado por meio do decaimento dos indicadores, 

por apresentarem mecanismos de remoção ou sobrevivência diferentes, ou devido à interação 

com outros grupos. 

Murphy et al. (2006), por exemplo, mencionam a pouca informação acerca dos mecanismos 

que permitem a sobrevivência de Campylobacter spp., no ambiente, quando comparado a 

outras bactérias, tais como, Salmonella spp. e Escherichia coli. Estudos desenvolvidos por St-



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

11 

Pierre et al. (2009) indicaram que coliformes termotolerantes não são bons indicadores para 

se avaliar Campylobacter spp. em amostras de águas superficiais, demonstrando uma fraca 

correlação entre a presença de coliformes termotolerantes e Campylobacter spp. 

Mezriouri et al. (1994) estudaram o efeito do crescimento de microalgas e a presença de E. 

coli e Vibrio cholerae em amostras de esgoto tratado em um sistema composto por reator 

UASB e lagoa de estabilização em Marrakesh/Marrocos. Os autores observaram que a 

presença de microalgas pode afetar diferentemente o comportamento, a sobrevivência e a 

evolução temporal de E. coli e V. cholerae. Os autores observaram que no verão, onde ocorre 

floração de Cianobactérias e a abundância de algas verdes pertencentes ao gênero Chlorella é 

fraca, foram observados altos índices de V. cholerae e baixas concentrações de E. coli. Ao 

contrário, quando ocorre maior concentração de algas verdes, E. coli mostra-se mais 

abundante do que V. cholerae. Isso mostra como o decaimento de duas espécies de 

microrganismos pertencentes ao mesmo grupo (bactérias) pode não estar correlacionado e 

neste caso, como a abundância da bactéria indicadora (E. coli) não foi um bom parâmetro para 

avaliar a presença da bactéria patogênica Vibrio cholerae. 

Além disso, ainda que a carga dos indicadores existente no esgoto seja reduzida, existe a 

possibilidade desse efluente conter bactérias que causem doenças devido à sua baixa dose 

infectante, como é o caso da espécie Campylobacter jejuni mencionada na Tabela 3.1. 

3.2.2 Principais bactérias potencialmente patogênicas associadas aos esgotos 

As bactérias, como a maioria dos organismos patogênicos, utilizam-se de diversos fatores de 

virulência para provocar doenças. Quando um hospedeiro se encontra comprometido, a 

probabilidade de um organismo que não causaria doenças em hospedeiros imunocompetentes 

induzir virulência aumenta. Dentre alguns fatores que afetam o sistema imunológico e 

diminuem a resistência dos hospedeiros humanos, pode-se citar a frequência de internações 

hospitalares, o uso indiscriminado de antimicrobianos que destroem a microbiota normal, 

além de fumo, ingestão de álcool, má nutrição, ausência de sono, dentre outras, que 

predispõem o paciente a uma diversidade de infecções por microrganismos não patogênicos.  

Apresenta-se a seguir uma breve descrição de algumas bactérias potencialmente patogênicas 

de interesse em saneamento. Adicionalmente, também são descritos Vibrio spp. e Listeria 

monocytogenes, embora não tenham sido investigadas na presente pesquisa.  
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3.2.3 Escherichia coli e linhagens patogênicas 

Escherichia coli é a espécie bacteriana mais comum do trato intestinal de humanos e animais, 

sendo verificada em elevadas quantidades nas fezes (maior que 106 células em 1 grama de 

material fecal). É o microrganismo mais conhecido da microbiologia. E. coli é bastante 

conhecida, bioquímica e geneticamente, e continua a ser um organismo importante para a 

pesquisa biológica. São bastonetes Gram-negativos, anaeróbios facultativos, medindo de 1,5 a 

2,0 �m de comprimento. 

São conhecidas várias linhagens de E. coli comensal que habitam o trato intestinal de 

humanos e animais de sangue quente. Essas linhagens pertencem a vários sorotipos que 

podem ser detectados nas fezes de indivíduos saudáveis, sendo eliminadas maciçamente no 

ambiente. Somente algumas linhagens são patogênicas, tanto aos humanos quanto a outros 

animais, tais como bovinos, suínos e ovinos (MADIGAN et al., 2004).  

Uma determinada linhagem de E. coli pode possuir milhares de genes que estão ausentes em 

outra linhagem, e somente duas dessas linhagens pode ter no mínimo 50% de genes em 

comum. Em termos moleculares, sabe-se muito mais sobre E. coli que sobre qualquer outro 

organismo vivo (ALBERTS et al., 2010). E. coli comensal da microbiota intestinal é 

considerada inofensiva para o hospedeiro, sendo, porém um patógeno oportunista. A maioria 

das linhagens patogênicas atua, inicialmente, no intestino, existindo também àquelas que 

atuam no trato urinário. Determinadas linhagens são caracterizadas por sua capacidade de 

produzir potentes toxinas.  

Dentre as linhagens de E. coli que induzem diarréia e/ou gastroenterite, seis categorias são 

conhecidas e classificadas de acordo com as características de patogenicidade, sendo elas, E. 

coli enterotoxigênica, enterohemorrágica, enteroinvasora, enteropatogênica, enteroagregativa 

e E. coli que se adere difusamente, conhecidas pelas siglas: ETEC, EHEC, EIEC, EPEC, 

EAEC e DAEC respectivamente (NATARO e KAPER, 1998; KAPER, et al., 2004; FIALHO, 

2008). A utilização da sigla STEC em substituição a EHEC vem sendo adotada pelo fato do 

reconhecimento de que a patogenicidade atribuída a esta linhagem, em parte, é responsável 

pela produção uma toxina citotóxica relacionada àquela produzida por Shigella dysenteriae 

tipo 1 e denominada toxina Shiga, porém durante todo o texto ainda será utilizada a sigla 

EHEC para indicar a linhagem enterohemorrágica, devido à sua utilização mais tradicional. 
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EPEC foi o primeiro patótipo a ser descrito e é uma das maiores causas de diarréia aquosa em 

crianças, no primeiro ano de vida. Um dos primeiros surtos foi registrado no Reino Unido em 

1945, acometendo um grande número de crianças que apresentaram diarréia (KAPER et al., 

2004). Alguns estudos têm demonstrado que determinados sorotipos pertencentes a esta 

linhagem, são mais frequentemente detectados no ambiente do que aqueles produtores de 

toxinas (ETEC, EHEC) (ISHII et al., 2007a; LAUBER et al., 2003). Estudos no Brasil, 

México e África do Sul têm demonstrado que de 30 a 40% das diarréias em crianças no 

primeiro ano de vida são devidos a EPEC (NATARO e KAPER, 1998). O conhecimento 

sobre EPEC tem avançado, e muito já tem sido descoberto sobre a virulência, toxina, 

patogenicidade, manifestações clínicas e tratamento desta linhagem de E. coli. 

A linhagem ETEC é uma causa comum de diarréia infecciosa. Em humanos adultos, é uma 

das causas mais comuns da doença conhecida como “diarréia dos viajantes”, pois acomete 

principalmente pessoas que viajam de regiões desenvolvidas para regiões subdesenvolvidas 

do mundo (WOLF, 1997).  

A linhagem EHEC pode causar diarréia sanguinolenta, síndrome urêmica hemolítica e colite 

hemorrágica, devido à presença da toxina Shiga, seu principal fator de virulência, estas 

manifestações clínica podem ser potencialmente fatal para humanos (NATARO e KAPER, 

1998). A colite hemorrágica provoca forte dor abdominal no paciente e a ocorrência ou não de 

febre. E. coli O157:H7 é o sorotipo mais reconhecido dentro da linhagem EHEC nos Estados 

Unidos, Reino Unido, Canadá e Japão e tem sido identificado como um dos principais 

causadores de surtos de doenças veiculadas por água e alimentos (KAPER et al., 2004; INA et 

al., 2003; ISHII e SADOWSKY, 2008). Em outros países, outros sorogrupos, principalmente 

dentro dos sorotipos O26 e O111, podem causar doenças mais graves do que aquelas 

provocadas pelo sorotipo O157:H7. Ibekwe et al. (2002) apontaram a dose infectante de E. 

coli O157:H7 como sendo de somente 10 a 100 células.  

Números muito baixos de células (< 100 organismos) têm sido implicados na dose infectante 

de E. coli EHEC quando ocorrem surtos de doenças associados com águas de abastecimento, 

águas recreacionais, na transmissão entre pessoas e também a partir de animais domésticos ou 

criações (bovinos principalmente) (KAPER, 2004). Nos Estados Unidos, hambúrgueres 

preparados em restaurantes fast foods ou em casa têm sido relatados como importantes causas 

de surtos. Um surto ocorrido em dezembro de 1992 e janeiro de 1993 em Washington, Idaho, 
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Nevada e Califórnia atingiu 732 pessoas, das quais, 195 foram hospitalizadas e 4 foram a 

óbito (NATARO e KAPER, 1998).  

Craun et al. (2006) fizeram um extenso levantamento sobre surtos de doenças de veiculação 

hídrica ocorridos nos Estados Unidos entre 1991 e 2002. Dentre as etiologias que foram 

investigadas, E. coli O157:H7 foi responsável por 11 surtos e 288 casos de doença. E.coli 

O157:H7 associada a Campylobacter foi responsável por 1 surto com 781 casos de doença. 

Quanto a EIEC, estudos sugerem que sua patogênese seja praticamente idêntica a Shigella 

spp. Tem sido verificado que ambos os microrganismos são invasores do epitélio intestinal 

produzindo uma ou mais toxinas que têm importante papel na diarréia. A infecção por EIEC, 

tanto como por Shigella spp. caracteriza-se por uma diarréia aquosa que antecede a um 

período de fezes diarréicas, que podem conter sangue, muco e leucócitos, e alguns pacientes 

podem apresentar quadro de febre e tenesmo.  

A maior parte dos estudos sobre EIEC descreve a ocorrência de surtos, usualmente vinculados 

a água e/ou alimentos, embora a transmissão pessoa a pessoa possa ocorrer. Infecções 

assintomáticas devido a EIEC não são usuais. O uso da PCR utilizando primers específicos 

pode aumentar a capacidade de detecção desta linhagem mesmo quando presentes em 

quantidades pequenas.  

Ao contrário das demais, a infecção por EAEC não é bem entendida, e sabe-se apenas que 

EAEC é produtora de um biofilme mucilaginoso e que esta característica está associada à sua 

virulência. A destruição da mucosa intestinal foi verificada em pacientes que foram a óbito, 

devido a uma diarréia persistente causada por infecção por EAEC em um hospital da cidade 

do México (ESLAVA et al., 1993 apud NATARO e KAPER, 1998). Nataro et al. (2006) 

fizeram um estudo sobre casos de infecção por E. coli diarreiogênicas em Baltimore, 

Maryland e New Haven, Connecticut e verificaram que dentre os principais patótipos de E. 

coli investigados, EAEC foi detectada em uma proporção considerada importante, ou seja, 

dentre 823 pacientes avaliados, 37 ou 4,5% foram diagnosticados com EAEC. EHEC e EPEC 

foram detectadas em 35 pacientes constituindo 4,3% dos casos. 

Trabalhando em Fortaleza/Ceará, Guerrant e equipe demonstraram uma associação 

consistente entre EAEC e a síndrome da diarréia persistente (FANG et al., 1995). Nesta 

região do Brasil, EAEC tem sido envolvida em mais de 68% dos casos de diarréia persistente  
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Pouco ainda é conhecido sobre a patogênese de DAEC na indução de diarréia. Alguns estudos 

têm demonstrado o envolvimento de DAEC como agente de diarréia, enquanto outros não 

encontram maior quantidade de DAEC em fezes de pacientes com diarréia do que em 

pacientes - controle que não apresentam diarréia. O quadro epidemiológico da aquisição da 

doença ainda não é bem determinado. O estudo de Poitrineau et al. (1995) sugere que a 

maioria dos pacientes infectados por DAEC apresenta diarréia aquosa, no entanto, sem sangue 

ou leucócitos nas fezes. 

Embora a transmissão das linhagens patogênicas de E. coli através da água seja atenuada pela 

sua diluição, ainda assim são capazes de causar doença quando ingeridas, devido à baixa dose 

infectante necessária para que essas linhagens ocasionem doença (a dose infectante varia entre 

as linhagens) (SCHROEDER e WUERTZ, 2003; FEACHEM et al., 1983). 

3.2.4 Shigella spp. 

O gênero Shigella é representado por bastonetes Gram-negativos, anaeróbios facultativos, 

imóveis, e muito próximos, filogeneticamente, da Escherichia coli. Dentre as espécies 

conhecidas de Shigella, quatro são capazes de causar doenças em humanos: i) S. dysenteriae, 

ii) S. flexneri, iii) S. boydii, iv) S. sonnei. A primeira espécie é a mais patogênica, sendo que 

as quatro espécies variam sua distribuição ao redor do mundo. Até nos dias atuais, mais de 

100 anos após a descoberta da toxina Shiga, a shigelose continua sendo um importante 

problema de saúde pública, principalmente nos países em desenvolvimento em que 

predominam baixos padrões de saneamento básico (NYOGY, 2005).  

A dose infectante da doença é baixa em relação à salmonelose, variando de 10 a 102
 células, 

com elevada taxa de letalidade. A shigelose ou disenteria bacilar atinge principalmente 

crianças de um a quatro anos de idade e idosos, porém em surtos epidêmicos, todas as faixas 

etárias podem ser acometidas. Em um estudo de revisão feito por Kotloff et al. (1999), foi 

verificado que dos 165 milhões de casos de diarréia por Shigella que incidem em todo o 

mundo anualmente, 99% ocorrem em países em desenvolvimento e com precárias condições 

de higiene e saneamento, sendo que 69% dos eventos atingem crianças com idade inferior a 

cinco anos.  

Conforme relatam Gupta et al. (2004), durante o período de 1989 a 2002 foram reportados 

pelo Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos Estados Unidos 208.368 casos de 
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infecção por Shigella confirmados em laboratório. Shigella sonnei foi a espécie responsável 

por 71,7% dos casos, Shigella flexneri, 18,4%, Shigella boydii 1,6% e Shigella dysenteriae 

contava 0,7% das infecções. A doença, quando causada por S. sonnei, geralmente confere 

sintomas mais leves aos pacientes do que S. dysenteriae e S. flexneri.  

A principal via de transmissão é a feco-oral, sendo sua disseminação verificada através de 

alimentos e água contaminados, além da transmissão vetorial (moscas domésticas), que 

podem carrear o bacilo em suas patas e asas, contaminando alimentos que estejam expostos 

(SANSONETTI, 2001). Shigella e E. coli EIEC estão fortemente associadas em termos de 

genética, bioquímica e patogenicidade. Alguns pesquisadores consideram o gênero Shigella 

como um subgrupo da linhagem EIEC de E.coli (ISHI e SADOWSKY, 2008).  

Em amostras ambientais, Shigella é isolada em números inferiores a Salmonella, assim como 

sua resistência e sobrevivência também são inferiores, sendo que neste tipo de amostras, 

sobretudo aquelas provenientes de estações de tratamento de efluentes a ausência de 

Salmonella spp. deve ser acompanhada da ausência de Shigella spp. (BASTOS et al., 2003). 

3.2.5 Salmonella spp. 

Assim como outros membros da família Enterobacteriaceae, o gênero Salmonella constitui-se 

de bastonetes retos, Gram-negativos e anaeróbios facultativos. Possuem necessidades 

nutricionais simples, sendo fermentadores ativos de glicose e carboidratos. Taxonomicamente 

o gênero Salmonella está subdivido em duas espécies, S. enterica e S. bongori. A espécie S. 

enterica está subdivida em seis subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, hutnae e 

indica) sendo que a subespécie enterica apresenta mais de 2.400 sorotipos (KIM et al., 2006, 

TORTORA et al., 2005) e é responsável por 99% de todas as infecções humanas. S. bongori é 

a espécie que atinge animais de sangue frio (CHAN, et al., 2003).  

Quase todos os membros da espécie Salmonella enterica são potencialmente patogênicos. As 

salmonelas são comensais do trato intestinal de vários animais, sobretudo aves domésticas, 

bovinos e até morcegos. Quando se verificam condições sanitárias precárias, as salmonelas 

podem contaminar os alimentos.  

A febre tifóide, causada por Salmonella Typhi, é a doença mais grave ocasionada pelo gênero. 

Os sorovares da espécie Salmonella enterica, envolvidas com a contaminação alimentar e 



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

17 

causadoras de uma doença gastrointestinal menos grave (salmonelose), são a Salmonella 

Enteritidis e Salmonella Typhimurium. Estes sorovares podem crescer rapidamente em 

alimentos contaminados e causar intoxicação alimentar, ocasionando diarréia e cólica 

abdominal. Salmonella Enteritidis é adquirida através do consumo de aves e ovos 

contaminados, tendo surgido como um problema de saúde pública na Europa e nos Estados 

Unidos na década de 1980 (PATRICK et al., 2004).  

Ao contrário das shigelas, as salmonelas podem se disseminar por outros órgãos, causando 

choque séptico, sintoma que constitui a principal causa das mortes, sobretudo em crianças. A 

dose infectante pode variar, ficando em torno de 105 – 109 para as salmonelas não Typhi e 103 

– 105 para Salmonella Typhi (ver Tabela 3.1). Nos Estados Unidos, dados estatísticos 

registram cerca de 40 mil casos ao ano, valores estes provavelmente subestimados, sendo que 

são registrados aproximadamente 1000 óbitos/ano. Em 1996 foi verificado um surto nos 

Estados Unidos com uma estimativa de mais de 200 mil infecções, resultante da utilização de 

ovos não pasteurizados usados na fabricação de sorvete (SCHROEDER e WUERTZ, 2003). 

3.2.6 Helicobacter pylori 

Helicobacter pylori é uma bactéria que tem se tornado muito comum em humanos, desde a 

sua descoberta em 1981. É uma bactéria Gram-negativa, com forma espiral, medindo de 0,5 a 

1,0 µm de diâmetro, microaerofílica, requerendo oxigênio em baixas quantidades. É o 

principal agente causador de gastrite crônica e úlcera péptica, estando também associada ao 

desenvolvimento de carcinoma gástrico. A infecção pode ser sintomática ou assintomática, 

sendo que na maioria dos casos a infecção não resulta em sintomas clínicos (MORENO et al., 

2003). 

Pessoas que vivem em baixas condições sócio-econômicas têm sido associadas à alta 

prevalência da infecção. A bactéria também tem sido detectada nas fezes de crianças que 

vivem em áreas endêmicas, sobretudo em países em desenvolvimento, e também já foi 

identificada por Lu et al. (2002) em amostras de esgotos não tratados, coletadas em um canal 

de esgoto aberto em Ciudad Juárez/México. 

Um estudo conduzido por Shmuely et al. (2004), sobre associação entre infecção por H. 

pylori e por Shigella spp., em crianças, na região central de Israel, demonstrou a existência de 

uma forte associação entre as duas infecções em crianças com idade entre 6 meses e 4 anos. 
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Oliveira et al. (1999) investigaram a prevalência de H. pylori em uma população residente na 

área rural de Araçuaí, Minas Gerais, Brasil, uma das regiões mais carentes do país e 

observaram que, tanto adultos, quanto adolescentes e crianças, apresentaram altas taxas de H. 

pylori. Os autores relataram que a população estudada vivia em casas com índice de 

saneamento ambiental muito baixo, condição esta considerada determinante para a 

prevalência desse microrganismo. 

Em consonância com outros autores, Lehours e Yilmaz (2007) também relatam que dentre os 

fatores de risco mais observados encontram-se: o tipo de água para ingestão, a falta de 

utilização de instalações sanitárias e hábitos de higiene insuficientes, sobretudo, na infância.  

Quanto às diferenças de prevalência existentes entre H. pylori, Shigella e Salmonella, 

Shmuely et al., (2004) comentam que estas não podem ser explicadas somente pelo baixo 

nível sócio-econômico da população, mas também por outros fatores, tais como i) a rota de 

transmissão (H. pylori não é considerada de transmissão por alimentos) ii) a baixa dose 

resposta de Shigella e H. pylori (a dose resposta para Salmonella é bem mais elevada) iii) a 

tolerância de H. pylori e Shigella de sobreviverem em ambientes altamente ácidos, iv) a 

infecção por Salmonella spp. ocorrer quase sempre em crianças na faixa etária entre 0 e 1 ano 

de idade, enquanto que Shigella spp é mais prevalente entre 1 e 4 anos e H. pylori entre 1 e 3 

anos de idade. 

3.2.7 Enterococcus spp. 

Os enterococcus fecais, até recentemente, eram todos descritos como pertencentes ao grupo 

dos estreptococos fecais. Revisões recentes da taxonomia do grupo revelaram que alguns 

membros deste grupo estão situados dentro de um novo gênero, os Enterococcus. Esta 

reclassificação foi devido à verificação da existência de condições químicas diferentes entre 

membros pertencentes ao grupo. Atualmente entende-se que a classificação Streptococcus 

faecalis e Streptococcus faecium para designar organismos do trato intestinal não é mais 

aceita. O gênero Streptococcus atualmente está associado a bactérias presentes no trato 

intestinal de animais (Streptococcus bovis e Streptococcus equinum, por exemplo). 

Streptococcus que atingem seres humanos não estão associados ao trato intestinal, e sim ao 

trato oral, sendo agentes de placa dentária e cáries e também associadas ao trato respiratório 

(MADIGAN et al., 2004).  
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Dentro do gênero Enterococcus, pelo menos 29 espécies têm sido relatadas, no entanto, em 

humanos, Enterococcus faecalis e Enterococcu faecium são os mais frequentemente 

encontrados (GARRITY et al., 2003). Vancanneyt et al. (2002) reportam que E. faecalis 

parece induzir maior virulência do que E. faecium, e, além disso, as infecções devido a E. 

faecalis em relação a todas as demais espécies de enterococos são de aproximadamente 10:1. 

Outros autores (MURRAY, 1990; WAAR et al., 2005) relatam ainda que, Enterococcus 

faecalis é responsável por 80 a 90% das infecções em relação a Enterococcus faecium, que 

ocupa a segunda posição em incidência de infecções (5 a 10%). 

O habitat mais conhecido destes microrganismos é o trato intestinal de mamíferos e aves, 

embora não seja o único. Podendo ocorrer também, na garganta e no aparelho genital 

feminino. 

Como cita Murray (1990), os Enterococcus têm se tornando importantes, não só por serem 

umas das principais causas de infecções nosocomiais, mas pelo seu expressivo papel na 

resistência a antibióticos. Devido a este fato, a incidência de Enterococcus tem aumentado 

ultimamente, sobretudo, em pacientes imunossuprimidos, que necessitam do uso de catéter 

por períodos prolongados e aqueles que tiveram seu sistema imunológico comprometido pelo 

vírus da imunodeficiência (HIV). Nos EUA, Enterococcus constitui a segunda causa de todas 

as infecções nosocomiais verificadas no país (CDC, 1993).  

Ainda que o grupo coliforme seja o indicador mais apropriado para se avaliar contaminação 

fecal, a presença do gênero Enterococcus também pode indicar contaminação de origem fecal 

e, complementarmente, podem ser utilizados como indicadores, com maior resistência aos 

tratamentos de esgotos (FEACHEM et al., 1983). Godfree et al. (1997) reportam que os 

Enterococcus não se multiplicam no meio ambiente, porém sobrevivem neles por longos 

períodos, ocorrendo em números elevados no esgoto sem tratamento, em aproximadamente 

106 org/100 mL, e são duas vezes mais resistentes que os coliformes termotolerantes.  

3.2.8 Staphylococcus spp. 

O gênero Staphylococcus é formado por cocos com diâmetro variando de 0,5 - 1,5µm. São 

Gram-positivos e anaeróbios facultativos. Para quase todos os fins clínicos este gênero pode 

ser dividido entre as linhagens que produzem coagulase (uma enzima que coagula a fibrina no 

sangue) e as que não produzem coagulase. Atualmente 36 espécies e várias subespécies são 
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reconhecidas, incluindo S. aureus, S. epidermidis, S. cohnii, S. warneri, S. hominis, S. 

saprophyticus e outros (GARRITY et al., 2003). 

As linhagens coagulase negativas (S. epidermidis, S. cohnii), são muito comuns na pele, onde 

podem representar 90% da microbiota normal. Elas são patogênicas somente quando a 

barreira cutânea é rompida ou invadida por procedimentos médicos, tais como, a inserção e 

remoção de catéteres (TORTORA et al., 2005). 

S. aureus é a espécie mais patogênica e tem sido confirmada como causa de grave 

contaminação alimentar. Quase todas as linhagens patogênicas de S. aureus são coagulase 

positiva. Algumas toxinas estafilocócicas, como as enterotoxinas, presentes no alimento 

afetam o trato gastrointestinal. Quando a sua toxina é detectada em alimentos, Götz et al. 

(2006) comentam que precárias condições sanitárias de preparo e armazenamento são 

usualmente notadas. Raramente a toxina é detectada nos esgotos, uma vez que ocorre em 

baixa frequência nas fezes, restringindo-se aos alimentos. 

São importantes organismos saprófitas da pele de humanos e animais, assim como são 

consistentes indicadores para prognóstico das taxas de morbidade entre praticantes de natação 

(AHTIAINEN et al., 1991). São bactérias que habitam, além da pele, o nariz e a boca, a partir 

dos quais, contaminam as mãos e destas fontes podem penetrar nos alimentos. S. aureus 

também são agentes etiológicos de folículos (espinhas, terçol ou hordéolo), furúnculos, e 

infecções profundas, como osteomielites.  

Estafilococos potencialmente patogênicos também podem ser detectados em águas 

recreacionais e águas que são adicionadas aos alimentos industrializados. Evans (1977) apud 

Ahtiainen et al. (1991) propôs a espécie S. aureus como indicadora de qualidade da água, 

porém, devido à falta de confiabilidade nos métodos de quantificação, seu uso foi limitado. 

A maior atenção é, portanto, focada em S. aureus, ainda que outras espécies patogênicas 

oportunistas possam estar presentes. D’Azevedo et al. (2008) relataram o caso de um paciente 

que apresentava infecção por S. cohnii, adquirido por uso de catéter, no estado de São Paulo, 

com óbito no 25º dia de internação.  

A espécie é relativamente resistente a desinfetantes halógenos e quantidades expressivas deste 

microrganismo podem permanecer viáveis por prolongados períodos em piscinas e banheiras 
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de hidromassagem usadas em SPAs, e inadequadamente tratadas. São ainda resistentes a 

alguns antibióticos além de se comportarem como oportunistas do trato urinário em infecções 

nosocomiais (GÖTZ et al., 2006). Com isso, frequentemente, é um grande problema em 

ambientes hospitalares, uma vez que pode ser transportado por pacientes, corpo clínico e por 

visitantes. No passado, esse organismo era extremamente susceptível a penicilina, mas 

atualmente, cerca de apenas 10% são susceptíveis a esta linha de antibióticos (TORTORA et 

al., 2005). 

3.2.9 Campylobacter spp. 

O gênero Campylobacter é representado por bacilos Gram-negativos, microaerófilos, com 0,2 

a 0,8 µm de diâmetro e móveis. Campylobacter jejuni é a principal espécie que acomete os 

humanos. Ainda que sejam frequentemente isolados de fezes de indivíduos assintomáticos, 

normalmente ocasionam uma infecção autolimitada e que não necessita de tratamento.  

Os principais sintomas da doença são diarréia, que pode conter muco, sangue e leucócitos, 

além de febre, dor abdominal, náuseas, vômitos, dores musculares e dores de cabeça. Tais 

sintomas se manifestam de 2 a 5 dias após a ingestão do alimento ou água contaminados, e 

duram aproximadamente de 7 a 10 dias, ocorrendo reincidência em aproximadamente 25% 

dos casos.  

As complicações decorrentes dos casos de campilobacteriose são raras, podendo estar 

relacionadas à artrite reativa, síndrome hemolítico-urêmica, septicemia, infecções em outros 

órgãos e síndrome de Guillain-Barré. Aproximadamente 1 em cada 1.000 casos 

diagnosticados evolui para esta manifestação, o que leva o paciente a uma paralisia que 

persiste por várias semanas e que necessita de internação. 

Casos fatais ocorrem na proporção de 1 para cada 10.000 doentes, sendo a maioria destes 

indivíduos portadores de outras doenças que comprometem o sistema imunológico 

(carcinomas, AIDS) ou outras doenças debilitantes. Todas as pessoas são susceptíveis ao 

microrganismo, porém, crianças menores de cinco anos e adultos jovens (15 - 29 anos) são os 

mais afetados.  

A quantidade de microrganismos viáveis necessária para ocasionar a doença é de menos de 

500 células bacterianas (ACMSF, 2005). 



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

22 

O isolamento de Campylobacter requer um meio de cultura especial, contendo antibiótico e 

uma atmosfera microaerófila (contendo 5% de oxigênio), o que faz com que o diagnóstico 

laboratorial por meio de técnicas de cultivo não seja muito utilizado. No Brasil, isto tem sido 

identificado como responsável por subdiagnóstico e subnotificação da enfermidade e uma 

carência de dados. A fonte de infecção para humanos é principalmente o contato direto com 

animais portadores, além do consumo de água e alimentos de origem animal, contaminados 

(leite não pasteurizado e carne de frango mal cozida, por exemplo) (PINHEIRO, 2008).  

Estima-se que C. jejuni ocasione entre 1 a 7 milhões de casos de enterites por ano, resultando 

de 100 a 500 mortes, nos Estados Unidos. Além disso, em 1996, a incidência de 

campylobacteriose relatada neste mesmo país superou as infecções por Salmonella spp., S. 

aureus, E. coli e Clostridium perfringens (SOLOMON E HOOVE, 1999).  

Nos Estados Unidos, Craun et al. (2006) investigaram os agentes etiológicos envolvidos em 

surtos de doenças de veiculação hídrica entre 1991 e 2002 e detectaram que Campylobacter 

jejuni foi responsável por 7 surtos ocorridos no período investigado, com 360 casos da 

doença. 

Nataro et al., 2006, em seu estudo sobre casos de infecção por E. coli diarreiogênicas em 

Baltimore/ Maryland e New Haven/ Connecticut também verificaram a frequência com que 

outros patógenos entéricos eram isolados. Dentre 1190 pacientes investigados, Campylobacter 

jejuni foi detectado em 34 pacientes, correspondendo a 2,9% dos isolados, seguido por 

Salmonella enterica, detectada em 24 pacientes, correspondendo a 2% dos isolados. 

As aves constituem um importante reservatório desse microrganismo, além disso, cães, gatos, 

roedores e humanos também podem constituir-se reservatório (OLIVEIRA, 2006a).  

Em sua pesquisa na Universidade Federal de Viçosa/Minas Gerais, Oliveira (2006a) fez um 

levantamento da presença de Campylobacter spp. em amostras oriundas de granjas de criação 

de frango. A autora coletou amostras da cloaca dos animais, bebedouro, “cama” usada e 

limpa, ração e água e verificou que, exceto na água, em todos os outros componentes 

avaliados, foi detectada a presença do gênero Campylobacter. Além disso, a pesquisadora 

verificou que na primeira fase da criação dos frangos, todas as aves avaliadas estavam 

contaminadas. Na fase final da criação, a taxa de contaminação das aves variou de 40 a 100% 

conforme o local e o sistema de criação. Tais informações ressaltam a importância das aves de 
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granja como fonte de infecção e o perigo sanitário que precárias condições de higiene na 

criação, além do destino inadequado dos resíduos provenientes dos abatedouros, podem se 

constituir.  

3.2.10 Yersinia enterocolitica 

Yersinia enterocolitica é uma enterobactéria patogênica em forma de bacilo, Gram-negativa, 

invasora de células dos tecidos humanos e de distribuição mundial, tendo sido isolada em 

diversos países, incluindo o Brasil. A incidência é alta em países de clima temperado e frio. 

Na Noruega tem sido implicada como a quarta causa de enterite aguda, superada apenas pelos 

gêneros Salmonella, Campylobacter e Shigella. Na Bélgica constitui-se a terceira 

enterobactéria mais comum, após Salmonella spp. e Campylobacter spp. (CARNIEL et al., 

2006). 

Uma ampla variedade de amostras pode abrigar o microrganismo (solo, água, alimentos), 

assim como uma variedade de animais pode ser o reservatório da bactéria (porco, coelho, 

vaca, e outros). A transmissão ocorre pela rota feco-oral, onde os microrganismos são 

ingeridos juntamente com os alimentos contaminados. A transmissão interpessoal também 

tem sido verificada através das mãos sujas e ocasionalmente em bolsas de sangue para 

transfusão, armazenadas sob refrigeração. Crianças abaixo de cinco anos estão mais propensas 

à contaminação devido ao estado imunológico ainda em desenvolvimento. 

Apesar da temperatura ótima de crescimento situar-se em torno de 37ºC, estes 

microrganismos apresentam capacidade de se multiplicarem também em temperaturas baixas , 

em torno de 4ºC, característica importante na disseminação da bactéria. Quanto ao pH, a 

bactéria é capaz de crescer em uma faixa entre 4 e 10, sendo o pH ótimo ao redor de 7,6 

(FALCÃO e FALCÃO, 2006). 

Devido à capacidade de crescer e se multiplicar em temperaturas baixas, Carniel et al. (2006) 

comentam que alimentos de origem animal estocados em geladeira foram as maiores causas 

de surtos por Yersinia enterocolitica verificados nos Estados Unidos na década de 1950. A 

bactéria, no entanto, é sensível ao calor, sendo destruída por pasteurização a 71,8 ºC por 30 

segundos.  
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As manifestações clínicas associadas à yersiniose são parecidas com a maioria das infecções 

intestinais, com quadros de diarréia, febre (entérica), dor abdominal e vômito, podendo estar 

associadas a casos de septicemia. A duração da doença varia de poucos dias a três semanas, 

embora alguns pacientes possam desenvolver enterocolite crônica que pode persistir por 

vários meses.  

Ainda que Yersinia enterocolitica raramente seja isolada de locais extra-intestinais, pode 

desenvolver-se em qualquer tecido. Doenças focais podem se apresentar, como celulite, 

abcessos subcutâneos, piomiosites, linfoadenite supurativa, artrite séptica, osteomielite, 

infecção do trato urinário, abcessos renais, sinusites, pneumonia, abcessos pulmonares ou 

empiema, além de outras sequelas imunológicas. No Brasil, a maioria das infecções 

apresenta-se na forma diarréica, embora outras manifestações como anemia falciforme, 

pneumonia e artrite tenham sido descritas, mas em baixa frequência (FALCÃO e FALCÃO, 

2006). 

No Brasil a doença não é relatada com a mesma frequência com que é feita em outros países, 

possivelmente devido ao fato da baixa ocorrência ou a não utilização de técnicas ideais para o 

isolamento e caracterização desta bactéria, o que a torna pouco conhecida e caracterizada 

nesta região. 

3.2.11 Vibrio cholerae 

Vibrio cholerae são bastonetes Gram-negativos, levemente curvos, aeróbios, ou anaeróbios 

facultativos e fermentadores. Os dois biótipos existentes são o Clássico e o El Tor Biótipo O1, 

sendo que este último foi a forma responsável pela exacerbação do cólera na América Latina. 

Este é o biótipo enterotoxigênico, não invasivo, que provoca diarréia profusa e vômito, com 

perda repentina de grandes quantidades de líquido e eletrólitos, podendo ser letal 

principalmente para as crianças (BRASIL, 2006).  

A mais recente manifestação da sétima pandemia de V. cholerae, foi a eclosão ocorrida no 

Peru, iniciada em janeiro de 1991, causada pelo biótipo El Tor. A doença entrou no Brasil por 

um município da fronteira com o Peru em abril de 1991. No final de 1991 chegou a São Luís 

do Maranhão. Em fevereiro de 1992 foi detectada no sertão da Paraíba, logo em seguida em 

Pernambuco. Até o final de 1992 todos os estados da região Nordeste foram atingidos. Em 

1993 observou-se seu recrudescimento em alguns estados do Nordeste e o seu avanço para o 
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Sudeste com registros em Minas Gerais, São Paulo, Espírito Santo e Rio de Janeiro (BRASIL, 

1991). 

O reservatório comprovado são os humanos, porém vários estudos têm sugerido a existência 

de reservatórios ambientais como fitoplâncton, zooplâncton e frutos do mar. A sobrevivência 

do vibrião depende de vários fatores. Em princípio, como relatado por Singh et al. (2001), a 

água é um meio mais favorável para sua sobrevivência que os alimentos, assim como 

temperaturas entre 5 e 10 ºC e pH entre 8,5 e 9,0. Salinidade, presença de substâncias 

orgânicas e ausência de competidores favorecem a manutenção da bactéria. V. cholerae, assim 

como outras espécies de vibriões, não cólera, associados a doenças em humanos (MATTÉ et 

al., 2007) têm sido relacionados à contaminação de peixes crus ou mal cozidos.  

A experiência acumulada ao longo dos anos, na prevenção e controle do cólera, mostra que a 

doença não se instala em áreas que dispõem de adequada infra-estrutura de saneamento nas 

quais prevalecem boas práticas de higiene pessoal, o que decorre de constituir o cólera em 

uma doença eminentemente de veiculação hídrica. 

Atualmente a doença está sob controle no Brasil. O caso mais recente de notificação de cólera 

no país se deu em Pernambuco em 2005, onde foram notificados cinco casos. Excetuando-se 

alguns estados da Região Nordeste do Brasil, os demais não apresentam casos de cólera, 

notificados, desde o ano de 2000 (Disponível em: http://portal.saude.gov.br) (Acesso em 

23/08/2008). 

3.2.12 Listeria monocytogenes 

Listeria monocytogenes são bacilos Gram-positivos, anaeróbios facultativos, não formadores 

de esporos. Esta bactéria é responsável por uma infecção essencialmente alimentar que é a 

listeriose. O bacilo é amplamente disseminado no solo, vegetação, água, esgoto, além de 

inúmeras espécies de animais que contaminam os alimentos e disseminam a doença. Embora 

seja uma doença com baixa prevalência, sua importância na saúde pública se justifica pela 

severidade das sequelas e pelos altos índices de mortalidade. 

No Brasil a doença é subdiagnosticada e subnotificada, devido a dificuldades no controle e no 

estudo da listeriose, como por exemplo, a demora na realização de análises clínicas para 

confirmação dos casos e a recuperação de organismos que estejam envolvidos nos surtos, não 
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se exigindo, com isso, a notificação dos casos de listéria nem em hospitais, nem em fábricas 

de alimentos (com exceção de fabricantes de queijos úmidos), e isto resulta na falta de dados 

no país. Tais implicações, associadas ao fato de que a bactéria apresenta alta virulência a 

partir de baixa dose infectante, dificultam o controle e prevenção da listeriose.  

O agente resiste a altas concentrações de sal e nitratos (quando utilizados para conservar 

alimentos) e multiplica-se em ampla faixa de temperatura, especialmente as de refrigeração, o 

que significa que ela pode também se disseminar em geladeiras de uso caseiro. O quadro 

clínico da doença, no início da infecção, assemelha-se a um resfriado comum, com febre, 

dores musculares e distúrbios gastrointestinais. Em pessoas saudáveis a recuperação é rápida, 

sem evolução. Contudo, em idosos, crianças e pessoas imunocomprometidas a listeriose pode 

resultar em septicemia, meningite, meningoencefalite e endocardite, levando a óbito de 20% a 

40% dos casos (McLAUCHLIN, 1996).  

Gestantes possuem doze vezes mais chances de serem acometidas pela listeriose em relação à 

população em geral. Embora a gestante não manifeste sintomas preocupantes, as 

probabilidades de aborto e parto prematuro são grandes, em função da invasão da placenta 

pela bactéria, atingindo o feto, que ainda não dispõe de sistema imunológico capaz de se 

defender do agente. A Listeria monocytogenes é considerada a terceira causa de meningite em 

recém-nascidos e é responsável por índices entre 30% a 50% de partos prematuros, 

abortamentos e morte neonatal. Gestantes devem incluir a pesquisa da bactéria no pré-natal, 

especialmente na ocorrência de sintomas de resfriado. A listeriose pode ser tratada com 

antibióticos, tanto em adultos quanto em recém nascidos (Grupo de Pesquisa Rio Total. 

Disponível em: <http:// www.riototal.com.br/saude> Acesso em 26/08/2008). 

3.3 Principais Técnicas Utilizadas em Biologia Molecular 

A diversidade microbiana, além de vasta, é em parte desconhecida. São descritas na literatura, 

em média, 1700 espécies novas de fungos e 120 espécies de bactérias/ano. Não se sabe ao 

certo o número total de espécies microbianas existentes na Terra. Estimativas sugerem um 

provável total, próximo a 1,8 milhões de espécies (HAWKSWORTH, 1992 apud ROSADO, 

2002). 

Durante longos anos os estudos dos microrganismos nos diversos ambientes foram limitados 

exclusivamente a técnicas microscópicas, de enriquecimento e cultivo. Essas técnicas, 
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isoladamente, muitas vezes não fornecem maiores informações quanto à composição 

microbiana, devido às dificuldades inerentes às condições ideais para o cultivo e isolamento 

dos microrganismos, uma vez que alguns deles são bastante “seletivos” quanto aos meios e 

outros podem estar em estado VBNC (viáveis, mas não cultiváveis) no meio ambiente 

(ROSADO et al., 1997; ROSADO e DUARTE, 2002). 

Com o advento das técnicas em biologia molecular, estas têm se tornado importantes 

ferramentas que podem responder questões sobre a real diversidade dos microrganismos para 

análise da comunidade microbiana em diversas amostras, tais como amostras clínicas, de 

alimentos, de solos, sedimentos e biorreatores (SINGH et al., 2001; SILVA, 2007; PADILHA 

et al., 2001; WANG et al., 1997; OLIVEIRA e BERNARDO, 2002; MAKINO et al., 2000; 

OLSEN et al., 1986; AMANN et al., 1995). Tais técnicas já vêm sendo utilizadas na área 

médica há algum tempo e, como comenta Head et al. (1998), vêm sendo utilizadas para se 

conhecer e avaliar a ecologia de microrganismos em amostras naturais desde meados da 

década de 1980.  

3.3.1 Princípio das técnicas moleculares aplicadas à microbiologia 

O uso das técnicas moleculares se baseia na aplicação de biomarcadores, que são moléculas 

que possuem regiões altamente conservadas entre os diferentes organismos e outras regiões 

variáveis, específicas para grupos ou indivíduos. Um biomarcador comumente utilizado é a 

molécula de RNA ribossomal, (RNAr). Esta molécula é parte integrante do ribossomo, uma 

estrutura celular responsável pela síntese de proteínas que está presente em todas as células e, 

por isso, é considerada um biomarcador ideal.  

Por ser uma molécula altamente conservada em termos evolutivos e ainda, com regiões 

variáveis, a sequência de RNAr 16S é considerada a “impressão digital” de um organismo 

(PACE et al., 1986; WOESE, 1987).  

Por questões de manipulação laboratorial, trabalha-se mais frequentemente com a sequência 

do DNA que codifica a região 16S do RNAr (DNAr 16S). Isto porque o DNA é uma molécula 

mais estável e mais fácil de manipular do que o RNA. No entanto, há a opção de se trabalhar 

com outros genes além do RNAr 16S, como por exemplo, genes que codificam enzimas 

específicas. Estes genes são fragmentos de DNA típicos de um grupo de microrganismo, e 

que não devem ser encontrados nos demais. Por exemplo, o gene nuc, que é o gene que 
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codifica a enzima nuclease extracelular termoestável de Staphylococcus aureus, é específico 

da mesma, e está ausente nas outras bactérias (BURTSCHER e WUERTZ, 2003).  

Existem várias técnicas baseadas em biologia molecular que podem ser utilizadas na 

investigação microbiana de amostras ambientais. A seguir serão descritas as técnicas que 

foram empregadas neste estudo.  

3.3.2 Técnica da PCR 

A técnica da PCR foi desenvolvida por Mullis em 1983, tendo sido utilizada primeiramente 

para o diagnóstico de anemia falciforme. Desde então seu uso vem se expandindo e tem sido 

usada para analisar a diversidade microbiana em diversas amostras, incluindo as ambientais. 

A PCR é uma técnica que visa à identificação de microrganismos em diversas amostras.  

O método inicia-se com a extração do DNA total da comunidade, seguido da amplificação in 

vitro dos fragmentos de tamanhos similares, mas de diferentes composições de nucleotídeos. 

Neste processo, o fragmento de DNA de interesse é replicado várias vezes através da enzima 

DNA polimerase que copia o DNA. Para que isso ocorra, a DNA polimerase necessita de uma 

fita molde e de um primer, um pequeno segmento de DNA cujas bases pareiam com as da fita 

molde, funcionando como um “iniciador” para as cópias de DNA a serem formadas.  

A descoberta que levou a consolidação da técnica de PCR foi a adoção da enzima Taq DNA 

polimerase, uma enzima termoestável capaz de tolerar temperaturas elevadas por um 

determinado período de tempo. Isto permitiu que a reação da PCR ocorresse com múltiplos 

ciclos de síntese de DNA sem precisar da intervenção de um operador (BROW, 1998; 

Apostila da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto disponível em 

http://morpheus.fmrp.uso.br/td/download_apostila.php Acesso em 09/05/2007). 

A PCR baseia-se em ciclos de reação em três etapas que são a desnaturação do DNA, o 

anelamento dos primers e a extensão da fita. A amplificação ocorre durante repetidos ciclos 

termais de temperatura que variam de baixa a elevada em cada uma das etapas. Os primers 

variam desde universais, como por exemplo, para todo o domínio Bacteria (968F-1401R) 

(MATSUKI et al., 2002), até para grupos-específicos, a exemplo de Ent. 1017F e Ent. 1263R 

para Enterococcus, (VANHOUTTE et al., 2004) e L-uid739 e R-uid1578 para E. coli (BEJ, 

2004). A Figura 3.1 apresenta um esquema dos ciclos da PCR. 
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Figura 3.1 – Esquema dos ciclos da PCR e geração de amplicons. 

Fonte: http://www.dbbm.fiocruz.br/helpdesk/mbiology/PCRcurso.pdf 
 

Devido à rapidez, especificidade e baixo custo, a técnica da PCR é uma das ferramentas 

moleculares mais utilizadas no estudo dos diversos grupos de microrganismos patogênicos. 

No entanto, como qualquer outra técnica, pode apresentar alguns problemas, como a inibição 

da amplificação do fragmento de DNA de interesse ou a amplificação de fragmentos 

incorretos, entre outros. Diante disso, existem guias disponíveis na literatura com o intuito de 
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esclarecer sobre as possíveis causas de tais erros e com a indicação de medidas para que tais 

problemas sejam remediados (BROWN, 1998). Existe ainda um limite de detecção da técnica 

da PCR que permite inferir que um microrganismo, às vezes, não está ausente na amostra 

analisada e sim, abaixo do limite de detecção do método, o que torna conveniente conhecer 

este limite.  

Porém, alguns fatores podem afetar o limite de detecção da PCR e consequentemente, a 

interpretação e comparação de resultados, até mesmo entre laboratórios, como por exemplo, a 

concentração de MgCl2, o fornecedor e a concentração da Taq DNA polimerase, temperatura 

de anelamento dos primers, variação no lote de iniciadores, métodos de extração de DNA, 

modelo do termociclador e tipo de amostra (TYLER et al., 1997). 

Burtscher e Wuertz (2003) em seu trabalho de avaliação da PCR para a detecção de bactérias 

patogênicas em lodos, mostraram que o limite de detecção para Staphylococcus aureus foi de 

106 UFC/g de lodo, já para Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Yersinia enterocolitica 

o limite verificado foi de 107 UFC/g de lodo. 

Santos et al. (2001), em sua investigação de Salmonella enteritidis, demonstraram um limite 

de detecção de 10 UFC/mL em um ensaio de sensibilidade com cultura pura. Tamanai-

Shacoori et al. (1994) obtiveram um limite de detecção para Escherichia coli-ETEC de 

apenas 1 UFC/mL em amostras de água não tratada.  

Embora a reação da PCR seja capaz de amplificar a sequência de DNA alvo a partir de um 

único microrganismo, um volume extremamente pequeno (1μl) de amostra de DNA utilizado 

na reação restringe o limite de detecção da PCR em, aproximadamente, 102 ou 103 cel/mL, 

apesar da alta sensibilidade da PCR. Com isso, às vezes torna-se mais efetivo o próprio 

pesquisador verificar o limite de detecção dos microrganismos que deseja estudar, a partir das 

culturas puras (HORÁKOVÁ et al., 2008). 

Horáková et al. (2008) também apontam que alguns fatores que propiciam o bom resultado da 

amplificação do DNA pela técnica da PCR, no entanto, são influenciados pela pureza e 

concentração do DNA e este fato pode ser especialmente decisivo quando o DNA é extraído 

diretamente de amostras ambientais, sem enriquecimento. Os autores relatam ainda que o 

isolamento do DNA bacteriano de amostra ambiental é mais difícil de ser feito, devido às 
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baixas quantidades de moléculas alvo, e pela presença de grandes quantidades de substâncias 

inibidoras que podem interferir na reação da PCR. 

3.3.3 Técnica de FISH  

Um outro método, que permite a quantificação de microrganismos sem a necessidade de 

cultivá-los, é o da hibridação in situ com sondas fluorescentes, o FISH (Fluorescent in situ 

Hybridization). Trata-se de um método que permite identificar, por microscopia, 

microrganismos presentes em diversos ambientes, tendo por base o uso de sondas (pequenas 

sequências complementares ao RNAr 5S, 16S, 23S ou complementares ao RNAm) marcadas 

com compostos fluorescentes (MOTER e GÖBEL, 2000; AMANN et al., 1995; WOESE, 

1987). 

Seu uso consiste no mesmo princípio da “impressão digital”, uma vez que os organismos 

podem ser identificados dentre uma população mista, por apresentarem uma região 

complementar à sonda a ser utilizada (AMANN et al., 1995). Devido à sua baixa taxa de 

modificação evolutiva, as sequências que codificam para o RNA ribossômico RNAr 16S 

(Figura 3.2) ou 18S têm sido usadas mais extensamente para classificar de forma filogenética 

a diversidade da vida (WOESE, 1987; WOESE et al., 1990). O RNAr 16S apresenta 1.542 

bases, sendo 568 posições conservadas e 974 posições variáveis. 
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Ribossomo
Fonte: Madigan, M. T. et al (2000)

Ribossomo
Fonte: Madigan, M. T. et al (2000)

 

Figura 3.2 – Esquema da estrutura secundária da molécula RNAr 16S  

Cada célula “ativa” contém entre 103 e 105 ribossomos e parte desses são os RNAs 

ribossomais (RNAr 5S, 16S e 23S ) (van der MEER et al., 1998 apud Araújo et al. 2002). 

Algumas regiões dos RNAs ribossomais estão acessíveis para a hibridação, o que significa 

que é possível ligar a sonda complementar a uma certa região do 16S, nessa porção do RNAr. 

Dependendo das sondas, o FISH pode ser usado para detectar e quantificar microrganismos de 

diferentes níveis filogenéticos. Alguns autores têm utilizado técnicas de biologia molecular, 

dentre elas o FISH, para identificar ou para acompanhar o desenvolvimento de populações 

microbianas em determinados ambientes (ARAÚJO et al., 2000, 2002, 2004; 

MONTENEGRO et al., 2003, OLIVEIRA e BERNARDO, 2002; GREISEN et al., 1994; 

BEJ, et al., 1991). 

A técnica de FISH também tem sido utilizada para avaliar organismos patogênicos tais como 

Helicobacter pylori em águas de rio e amostras de esgoto bruto e tratado por lodo ativado 

(MORENO et al., 2003). A técnica FISH é usualmente utilizada para determinar a abundância 

relativa de grupos metabolicamente ativos, uma vez que a quantidade de RNAr por célula é, 

normalmente, proporcional à sua atividade metabólica (WAGNER, 1994). O limite de 

Muito conservada 

Conservada 

Muito variável 
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detecção da técnica conforme reportado por Amann et al. (1995) e Garcia-Armisen e Servais 

(2004) é de 103 a 104 células/mL. 

O emprego da técnica FISH geralmente envolve quatro etapas básicas que são: i) a fixação da 

amostra; ii) a montagem da lâmina; iii) a hibridação com a sonda específica; iv) a coloração 

com o DAPI e observação sob microscopia de fluorescência. 

A fixação da amostra consiste em fixar as células no estado em que se encontram no momento 

que foram coletadas. Uma substância adicionada ao tampão de fixação (paraformaldeído) cria 

poros na membrana celular, permitindo a entrada na célula, e com isso a fixação mantém a 

morfologia da célula e possiblita que ela seja armazenada de forma a manter a sua estrutura 

fisiológica intacta. 

Esta etapa é talvez a mais importante da técnica, porque na fase da hibridação, as células são 

submetidas a altas temperaturas e concentração de reagentes como a formamida, e com isso a 

integridade das mesmas é mantida. Além do mais, a etapa de fixação ocasiona uma 

permeabilização na parede da célula para que a sonda possa adentrar a célula e se ligar ao 

RNAr (ARAÚJO, 2001; ARAÚJO et al., 2009).  

A montagem da lâmina consiste em fixar as células na lâmina de vidro e em seguida 

desidratá-las em etanol, uma vez que já se encontram aderidas. A hibridação é a etapa em que 

a sonda é aplicada juntamente com o tampão de hibridação e a lâmina é incubada em câmara 

úmida e escura, já que a sonda é sensível à luz e pode comprometer a fluorescência quando 

exposta à luz por longo tempo. Molecularmente a hibridação consiste da entrada da sonda na 

célula e na ligação da mesma a uma porção do RNAr que tenha uma sequência de 

nucleotídeos complementar à sua. 

A próxima etapa é a coloração com o DAPI (4,6-diamidino-2-phenilindol), um corante para 

DNA, que se entremeia com este e, com isso, cora todas as células, sem especifidade a 

nenhuma. Na etapa de visualização ao microscópio, é possível observar somente os 

organismos alvo do ensaio (quando se utiliza um filtro específico para a sonda, fazendo a 

contagem das células hibridadas) e/ou observar todos os organismos da amostra (utilizando 

filtro específico para o DAPI para a contagem total das células) (ARAÚJO et al., 2009).  
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A visualização das células marcadas com o corante DAPI é de fundamental importância para 

se certificar que as células que hibridaram com a sonda também estavam hibridadas com o 

corante DAPI. Isto garante que a hibridação de uma célula com a sonda seja realmente uma 

célula, e não em decorrência de algum resíduo ou partícula inerte. Além disso, como a 

visualização de células coradas com o DAPI fornece o valor total de células existentes na 

amostra, é possível obter a abundância relativa de células que hibridaram com a sonda em 

relação ao total de células existentes na amostra. A Figura 3.3 apresenta um esquema de todas 

as etapas da técnica de FISH. 

  
Figura 3.3- Esquema da técnica de FISH 

Disponível em: http://www.biovisible.com - Acesso em 08/09/2009 

Legenda: 
1 - “Mix” de 

microrganismos 
2 – Fixação 3 - Hibridação 4 - Sonda 

5 - Marcadores fluorescentes 6 - Gene alvo 7 – Ribossomo 
8 - Entrada da sonda 

na célula 
9 - Lavagem 

10 - Células hibridadas 11- Observação sob microscopia de fluorescência ou citometria de fluxo  

Como todas as técnicas, o FISH também apresenta vantagens e limitações (Tabela 3.2). A 

indicação ao uso ou não da técnica, vai depender de fatores, tais como i) o tipo de amostra a 

ser avaliada, ii) o total de espécies bacterianas que se pretende pesquisar, iii) a precisão que se 
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deseja alcançar, iv) o número de pessoas envolvidas na pesquisa, uma vez que a experiência 

do observador deve ser levada em consideração.  

Tabela 3.2 – Vantagens e limitações da técnica de FISH 

Vantagens do FISH Limitações do FISH 

� Método direto e relativamente rápido 
para caracterizar e quantificar populações 
microbianas em diversos tipos de amostras. 

� O limite de detecção da técnica é elevado – 
103 a 104cél/mL, ou seja, populações que estiverem 
presentes na amostra, abaixo desta concentração 
não são detectadas. 

� Visualiza e quantifica individualmente 
os microrganismos que estão ativos na amostra. 

� Deve-se ter um conhecimento prévio da 
amostra para definir quais sondas serão utilizadas 
ou qual grupo se pretende monitorar, o que implica 
em se ter a sonda disponível. 

� Permite visualizar a distribuição 
espacial do microrganismo na amostra. 

� Um dos problemas mais expressivos do 
FISH é a questão da inacessibilidade da região alvo 
à sonda, interferindo na qualidade do sinal 
fluorescente. 

� FISH representa análise complementar 
àquela de sequências do DNAr, e permite 
confirmar a importância daquela sequência na 
amostra ambiental e às vezes, com a filogenia, 
pode-se inferir a fisiologia e a função do 
microrganismo no ambiente (ou em um reator). 

� Um fator que também interfere muito no 
FISH é a questão da autofluorescência de algumas 
amostras, principalmente pela presença de 
materiais inorgânicos e também pela presença de 
outros grupos como, por ex. as algas, que são 
bastante autofluorescentes. Além da fluorescência 
de “background”, o que dificulta sobremaneira a 
quantificação.  

 � A contagem somente sob microscopia de 
fluorescência (sem o uso do software de captura da 
imagem) pode se tornar bastante demorada e 
cansativa e exige experiência do observador. 

 � Existência de falsos positivos ou falsos 
negativos. 

 � O pré - tratamento para determinados tipos 
de amostras tanto para desfazer debris quanto para 
tentar diminuir a presença de organismos 
autofluorescentes pode não surtir efeito positivo e 
dificultar a contagem. 

 � O custo das sondas. No Brasil (outubro de 
2009) uma sonda marcada com Cy3 e com uma 
sequência de 18 bases nitrogenadas custava 
aproximadamente R$900,00. 

Fonte: De Long et al., (1989); Amann et al. (1995); Amann et al. (2001); Fuchs et al., (2001); Moter e 
Göbel, (2000); Araújo, (2002). 
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3.4  Técnica do substrato cromogênico para quantificação de E. coli 

Por volta da década de 1980 houve um intenso avanço em estudos que buscassem a 

identificação e quantificação de Escherichia coli. A partir de então, surgiram as técnicas 

cromofluorogênicas, usando meios e substratos definidos, para detecção simultânea de 

coliformes totais e E. coli. 

O princípio do método é baseado na lise, pelos coliformes totais, do substrato cromogênico, 

β-D-galactopiranosido, através da utilização da enzima β-D-galactosidase, normalmente 

presente nos vários sorotipos de E. coli, liberando uma substância que muda a cor do meio 

(cromógeno onitrofenol amarelo forte). Consecutivamente, E.coli, que possui a enzima 4- 

metil-umbelliferil β-D-glucoronidase, lisa a molécula do substrato, liberando-se assim 4- 

metil-umbelliferil (MUG), que após 24 horas, sob luz ultravioleta de comprimento de onda 

366 nm, produz intensa fluorescência azul (CEBALLOS, 2000). 

Têm sido desenvolvidos vários meios de cultura que utilizam MUG, destacando-se o 

Colilert®, em que o meio de cultura em pó estéril é fornecido em sachês plásticos prontos 

para o uso, adicionando-se em 100 mL de amostra ou suas diluições. Para quantificação, usa-

se a técnica de NMP/100 mL, desenvolvida em cartelas plásticas estéreis e descartáveis, que 

substitui a tradicional técnica dos tubos múltiplos. A amostra é colocada na cartela, selada e 

incubada a 35±2 ºC durante 24 horas. Após esse período, promove-se a contagem das células 

que desenvolveram coloração amarelo forte e/ou fluorescência. Com o auxílio de uma tabela 

que acompanha o kit obtém-se o valor do NMP de Coliformes totais e E. coli /100mL de 

amostra (MELO, 2001). 

Esta metodologia foi aceita e padronizada, sendo publicada na 19ª edição do Standard 

Methods for the Examination of Water and Wastewater, em 1995. Desde então, tem sido 

utilizada pelos laboratórios na avaliação da presença de coliformes totais e E. coli, 

simultaneamente, em amostras ambientais, principalmente água e esgotos domésticos. É uma 

metodologia bastante rápida e fácil de aplicar, necessitando, no entanto da aquisição de uma 

máquina seladora para as cartelas, e uma leitora com lâmpada UV. Os kits de substratos e 

cartelas são vendidos separadamente em caixas de 20 e 100 substratos e caixas com 100 

cartelas a custos aproximados de dez a doze reais, cada sachê de substrato. 
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3.5 Distribuição de bactérias patogênicas em esgotos brutos e em 
sistemas de tratamento de esgotos  

3.5.1 Utilização dos gêneros de bactérias entéricas patogênicas na avaliação dos esgotos 

Na avaliação do desempenho dos sistemas de tratamento de esgotos, em termos de remoção 

de microrganismos patogênicos, a maioria dos laboratórios não emprega outros grupos, além 

das bactérias do grupo dos coliformes no monitoramento. Desta forma, grande parte dos 

trabalhos utiliza principalmente coliformes totais, Escherichia coli e ocasionalmente, os 

enterococos e os helmintos, no monitoramento de rotina. A avaliação de bactérias 

patogênicas, tais como os gêneros Salmonella, Shigella, patótipos de E. coli dentre outras, não 

é feita para a maioria dos sistemas de tratamento de esgotos. Outras bactérias patogênicas e 

outros grupos de microrganismos, como protozoários e vírus, têm sido avaliados somente em 

pesquisas mais específicas e não na rotina do monitoramento.  

Esta avaliação de bactérias patogênicas muitas vezes não é feita, dada a dificuldade de se 

fazer tal análise utilizando as metodologias convencionais de cultivo, que demandam tempo e 

algumas se mostram bastante trabalhosas. A avaliação de patógenos ocasionalmente é feita 

em outras amostas ambientas, como por exemplo, em biossólidos, particularmente, devido ao 

aumento da sua utilização como fertilizante agrícola, a fim de cumprir os padrões prescritos 

pela OMS, como apresentado por Burtscher e Wuertz, (2003) que utilizaram Salmonella spp., 

Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica e Staphylococcus aureus como modelo de 

patógenos.  

Alonso et al. (2006) investigaram a presença de microrganismos patogênicos, na avaliação de 

amostras de solo coletadas de campos de golfe da Espanha e Portugal, que são irrigados com 

efluente de esgotos tratados por lagoa de maturação e outros sistemas, reunindo como modelo 

E. coli, enterococos, vírus entéricos e a bactéria Legionella pneumophila. A pesquisa do 

gênero Legionella foi feita por estes autores utilizando-se a técnica da PCR.  

Oliveira et al. (2006b) avaliaram a eficácia do tratamento de esgotos em um sistema de lagoas 

através da identificação da população bacteriana, utilizando-se de técnicas convencionais de 

cultivo. Eles verificaram a presença de vários gêneros de bactérias, podendo-se citar 

Enterobacter spp., Bacillus spp., Acinetobacter spp., Alcaligenes, spp., Proteus spp. e outros. 

Foram detectadas apenas duas UFC do gênero Escherichia na amostra afluente e uma 

UFC/100mL no efluente final, ao passo que, foram detectadas três UFC de Salmonella spp., 
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no afluente e ausência de UFC de Salmonella no efluente final. Dentre as hipóteses que os 

pesquisadores listaram para a ausência de salmonelas no efluente final está a existência de um 

baixo percentual do gênero Salmonella nas amostras, a presença de células estressadas do 

gênero Salmonella, devido às condições adversas do ambiente do esgoto que impediram a sua 

recuperação e o seu crescimento nos meios de cultura seletivos, além da microbiota 

competitiva presente na amostra, uma vez que os meios utilizados também permitem o 

desenvolvimento de outros microrganismos e o crescimento destes podem ter impedido o 

crescimento de um número maior de salmonelas, uma vez que estas não toleram competição. 

Shannon et al. (2007) investigaram a presença de diversas bactérias potencialmente 

patogênicas, pela técnica da PCR em tempo real, incluindo Aeromonas hydrophila, Bacillus 

cereus, Clostridium perfrigens, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, E. coli O157:H7, 

Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila, Listeria 

monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus em 

amostras obtidas de esgoto bruto e efluentes obtidos do tratamento primário, do tanque de 

aeração de lodo ativado e do efluente final.  

Os resultados verificados pelos pesquisadores mostraram a presença de E. coli em todas as 

etapas do tratamento e uma redução desta espécie de 1,5 x 107 para 1,6 x 103, cópias de 

DNA/100 mL. Aeromonas hydrophila, Clostridium perfrigens, Enterococcus faecalis, 

Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa, estiveram 

presentes em pelo menos uma etapa do tratamento, incluindo o efluente final e em 

quantidades mais elevadas do que E. coli. Algumas das espécies pesquisadas, das quais 

Bacillus cereus, E. coli O157:H7, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, Salmonella 

spp. e Sthaphylococcus aureus, não foram detectadas em nenhuma das amostras ou estavam 

em concentrações abaixo do limite de detecção da técnica utilizada. Os autores concluiram 

que os processos de tratamento examinados, reduziram a concentração de algumas bactérias, 

potencialmente patogênicas, em 3 a 4 unidades logarítmicas, e que em comparação aos 

métodos de cultivo, a PCR em tempo real foi mais rápida, sensível, específica e com grande 

potencial para investigação de patógenos em esgotos. 

Os mecanismos que promovem o decaimento de microrganismos (centrados em E. coli) nos 

sistemas de tratamentos de esgotos, tais como as lagoas de maturação e polimento, têm sido 
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bastante estudados, no entanto, o modelo de microrganismos utilizados têm sido 

sistematicamente os indicadores (coliformes totais e Escherichia coli).  

3.5.2 Levantamento de bactérias patogênicas em esgotos brutos  

A Tabela 3.3 apresenta os resultados de alguns trabalhos publicados sobre levantamento da 

presença de bactérias patogênicas em esgotos brutos. Somente alguns desses trabalhos 

listados, principalmente aqueles divulgados nos últimos doze anos, mostraram a pesquisa de 

outros gêneros de bactérias. A Tabela 3.3 enfatiza o fato citado de que, dentre os principais 

microrganismos presentes nos esgotos brutos, E. coli é a mais estudada. 

Uma ocorrência que ainda é possível se observar na Tabela 3.3 é a existência de uma 

variação, entre os autores, dos valores que são detectados no esgoto bruto. Essas variações são 

possíveis de ocorrer, devido aos métodos utilizados e também pelo fato de que a concentração 

de microrganismos patogênicos presente nos esgotos depende dos índices de contaminação da 

população, o que pode variar entre os países e entre as regiões de uma mesma localidade. 

Verifica-se também que, em alguns casos, os grupos bacterianos não são quantificados, 

possivelmente devido às dificuldades de serem isolados por métodos convencionais e pela 

indisponibilidade de se implementar metodologias mais eficazes para se fazer a contagem, 

sobretudo nos países em desenvolvimento, cujos laboratórios, muitas vezes, não dispõem de 

equipamentos mais sofisticados. Outro fator que pode estar associado à não quantificação são 

as baixas concentrações com que alguns gêneros (Helicobacter e Staphylococcus, por 

exemplo) são verificados no esgoto, dificultando a quantificação, mesmo por métodos mais 

avançados. Outro aspecto a ser observado é quanto à diferença de unidades com que as 

concentrações são apresentadas. Estas variações ocorrem, sobretudo devido ao tipo de técnica 

utilizada para se fazer o cultivo e isolamento, ou seja, utilização de NMP para culturas 

líquidas, UFC para contagem de colônias em placas, além de que, em alguns casos as espécies 

foram somente detectadas, mas não quantificadas.  

Na maioria dos trabalhos citados na Tabela 3.3, foram avaliados também os coliformes totais, 

mas que não foram apresentados, visto que estes não são indicadores estritos de contaminação 

fecal. Os dados da Tabela 3.3 também indicam que, mesmo que na rotina, somente o grupo 

coliforme seja monitorado, a presença de outros microrganismos também deve ser levada em 
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consideração, mesmo que sejam detectados em números inferiores quando comparado aos 

coliformes.  

Tabela 3.3 – Microrganismos patogênicos detectados e/ou quantificados em esgotos 
domésticos brutos. 

Organismo Detecção/concentração Localidade (País) Referência 

2,2 x 107 UFC/100mL Estados Unidos Rose et al. (1996). 
5,2 x 107 NMP/100mL Brasil Chernicharo et al. (2001). 
3 x104 (patogênicas) 

NMP/100mL 
Canadá 

Lee et al. (2006). 

1,7x107 (não patogênica) 
NMP/100mL Canadá Lee et al. (2006). 

1,3 x 106 NMP/100mL Canadá Payment et al. (2001).  
10 6 – 10 8 org/100 mL Brasil Bastos et al. (2003).  
2,0 x 10 7 org/100 mL Brasil Ceballos (2000). 
8,3 x 107 UFC/100 mL Colômbia Madera et al. (2002).  

Escherichia coli  

1,9 x 108/NMP100 mL Brasil Mascarenhas (2002). 
51,3 org/100mL - Stelzer et al. (1991). 

70 - 1,6x103/100mL Brasil Oragui et al. (1987). 
70 org/100 mL Brasil Ceballos (2000). 

Campylobacter 

Detectado França Dousse et al. (1993). 
Detectado México Lu et al. (2002). 

Helicobacter pylori 
Não detectado Canadá Lee et al. (2006). 

1,1 x 103 NMP/100mL Finlândia Koivunen et al. (2003). 
2,8 x 103NMP/100mL Índia Pant e Mittal (2007). 
6,0 x 102 NMP/100mL Canadá Lee et al. (2006). 
102- 103 org/100 mL Brasil Bastos et al. (2003).  

130 org/100 mL Brasil Arridge et al. (1995). 

Salmonella spp. 

20 org/100 mL Canadá Ceballos (2000). 
130 org/100mL Noruega Langeland (1982). 

20- >1,8 x 103 NMP/100mL Brasil Oragui et al. (1987). 
Salmonella enterica 
(ser) Enteritidis 

3,0x103 org/L Inglaterra Yaziz e Lloyd (1979).  
3,7 x 103 NMP/100mL Índia Pant e Mittal (2007). 

Shigella spp. 
1 – 103 org/100 mL Brasil Chernicharo et al. (2006). 

Shigella dysenteriae Detectado  
Shigella flexneri Detectado China 
Shigella sonnei Detectado  

Peng et al. (2002). 

Vibrio cholerae O: 1 e 
O:139 

1,0 x 107 NMP/100mL Inglaterra Curtis (1996). 

Detectado Brasil Martins et al. (1991).  
40 org/L Brasil Arridge et al. (1995). Vibrio cholerae O:1 

4,4 x 104 NMP/100mL Índia Pant e Mittal (2007). 
Staphylococcus aureus Não detectado Canadá Lee et al (2006). 

106 NMP/100mL Estados Unidos Harwood et al. (2005). 
4,37x 103 NMP/100mL Canadá Lee et al. (2006). 
1,98 x 105 NMP/100mL Canadá Payment et al. (2001). 

3 x10 6 org/100mL Brasil Ceballos (2000). 
4,7 x 105 UFC/100 mL Colômbia Madera et al. (2002). 

Enterococcus faecalis 

4,1 x 10 6 org/100mL Brasil Arridge et al. (1995). 
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A escolha do microrganismo patogênico a ser avaliado em esgotos sanitários está fortemente 

relacionada ao perfil de saúde da população e a peculiaridades inerentes ao microrganismo. 

Helicobacter pylori, por exemplo, apresenta como peculiaridade possuir outras rotas de 

transmissão mais significativas que a feco-oral (por ex., gastro-oral, oro-oral), assim como 

Staphylococcus spp., que apresenta como peculiaridade, o fato de acometerem principalmente 

a pele e o trato respiratório, antes que o trato gastrointestinal. 

3.5.3 Levantamento de bactérias patogênicas em esgotos tratados 

Dados sobre a presença de bactérias patogênicas em efluentes, tratados por diferentes 

técnicas, estão apresentados na Tabela 3.4. Percebe-se que alguns gêneros bacterianos não são 

detectados nos efluentes após o tratamento (ex.: Helicobacter e Campylobacter) ou detectados 

em níveis muito baixos, conforme o tipo de tratamento utilizado (ex.: Salmonella spp. e 

Staphylococcus aureus).  

As concentrações de E. coli nos efluentes de sistemas de tratamento de esgotos apresentaram 

valores entre 102 e 103 organismos/100mL, para a maioria dos processos que utilizaram o 

sistema de lagoas em alguma etapa do tratamento. 

Embora tenha sido reportado na Tabela 3.4 somente um autor avaliando E. coli e Salmonella 

spp. por meio do sistema de lodos ativados, o valor verificado está em consonância com a 

literatura, que mostra que o sistema de lodos ativados convencional apresenta concentrações 

elevadas (106 – 107 NMP/100mL) de E. coli (von SPERLING, 2005). Já os sistemas que 

utilizam desinfecção UV na etapa final são um dos mais eficientes na eliminação de 

patógenos, como verificado no trabalho de Lee et al. (2006). Porém, sistemas como lagoas de 

estabilização, maturação e polimento também se mostram bastantes eficientes, alcançando 

eficiências de remoção elevadíssimas (99,99% ou mais) em termos de coliformes (von 

SPERLING, 2005). 
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Tabela 3.4 - Microrganismos detectados em esgotos domésticos tratados. 

Sistema de 
tratamento 

Organismo Valor 
Efic. de 
remoção 

(%) 
Referência 

LgE Campylobacter spp. 0 100 
Stelzer et al. 
(1991). 

Não detectável Sist., com variadas 
modalidades de 
lagoas  

Salmonella spp.  
< 3 

 
Chernicharo et al. 
(2006).  

Escherichia 11,0  
Proteus 9,26  
Salmonella 9,56  
Shigella 0,29  
Staphylococcus 0,88  
Yersinia 0,44  
Campylobacter 1,91  
Pseudomonas 14,71  

d 4 LgM em série  

Enterococcus 11,91  

Ampofo e Clerk 
(2003). 

Salmonella spp. 0 
8 LgM em série 

E. faecalis  450 org./100mL 
100 

Arridge et al. 
(1995). 

Reator UASB + 2 
LgP 

E. coli 1,83 x102 NMP/100mL 99,999 
Mascarenhas 
(2002) 

E. coli 7 x103 org./100mL 99,97 
C. perfringens 300 org./100mL 99,4 
E. faecalis 300 org./100mL 99,99 
Campylobacter spp. 0 100 

LgA + LgF + 3 
LgM 

Salmonella spp. 0 100 

Ceballos (2000). 

E. faecalis 9,4 x 10 3 UFC/100mL c 90 LgA + LgF + 1 
LgM E. coli 6,6 x 10 3 UFC/100mL c 99,99 

Madera et al. 
(2002). 

Salmonella 102 NMP/100mL  
Shigella 101 NMP/100mL  UASB+ 1 Lg 
Vibrio 102 NMP/100mL  

Pant e Mittal 
(2007). 

E .coli 10 4 - 107/L 90 a 99 
Ld. ATV 

Salmonella spp. 10 - 103/L 90 a 99 
Ceballos (2000). 

E. faecalis 1,86 x 101 NMP/100mL  
E.coli 6,12 x 102 NMP/100mL  
H. pylori Não detectável  
K. penumoniae 7,47 x 101 NMP/100mL  
Salmonella spp. Não detectável  

a Ld.ATV. + 

desinfecção por 

radiação UV 

S. aureus Não detectável  

Lee et al. (2006). 

E coli 1,15 x 106 NMP/100mL 12 b EfT E faecalis  1,41 x 105 NMP/100mL 29 
Payment et al. 
(2001). 

b EfT Salmonella spp. 23 NMP/100mL  
Koivunen et al. 
(2003) 

E coli 2,14 x 103 NMP/100mL  
b EfT Salmonella spp.  

Positivo/100mL (valor não 
demonstrado) 

 
Fasciolo et al. 
(2002). 

a 100 mL de efluente; b não especificado o tratamento; c percentual de remoção após o tratamento em 
relação ao EB – Tab. 3.2;   d valores em freqüência percentual presente na última lagoa da série. 
LgP –LAGOA DE POLIMENTO;  LgA – LAGOA AERADA; LgM – LAGOA  DE MATURAÇÃO; Ld ATV. – LODO ATIVADO;  LgE- LAGOA DE 

ESTABILIZAÇÃO;  EfT- EFLUENTE TRATADO;  LgF – LAGOA FACULTATIVA 

O trabalho de Ampofo e Clerk (2003), desenvolvido em Ghana, sobre a diversidade 

bacteriana presente em lagoas utilizadas para o tratamento de efluentes, com o objetivo de se 
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avaliar a qualidade do efluente para reutilização, foi bastante amplo. Os autores identificaram 

qual era a diversidade bacteriana existente após o tratamento, detectando os índices 

percentuais com que cada um dos 25 gêneros pesquisados aparecia. Eles observaram uma 

diversidade bacteriana expressiva, sendo que Pseudomonas spp. foi o gênero mais frequente 

(Tabela 3.4), seguido por Enterococcus spp., Escherichia spp., Salmonella spp., Proteus spp., 

Campylobacter spp., Shigella spp. e outros em menores percentuais. 

Interessante mencionar que os autores detectaram o aumento de alguns gêneros na quarta 

lagoa da série em relação à primeira, como por exemplo, Enterococcus spp. que não foi 

detectado na primeira lagoa e na quarta lagoa foi verificada a sua ocorrência com uma 

frequência de 12%. O trabalho destes autores é de grande importância, uma vez que, não só 

identificam os possíveis gêneros de bactérias patogênicas que podem estar presentes nos 

sistemas de tratamento cuja principal característica seja a remoção de patógenos, a exemplo 

das lagoas, como também avalia os impactos da reutilização desses efluentes.  

Já Pant e Mittal (2007) conduziram uma pesquisa em Nova Delhi/Índia, na qual investigaram 

a presença de bactérias patogênicas, tais como Salmonella spp., Shigella spp., e Vibrio spp., 

microrganismos que apresentam alta prevalência em países em desenvolvimento. Os autores 

avaliaram também indicadores tradicionais, como coliformes e enterococos. O sistema 

avaliado, constituído por um reator anaeróbio tipo UASB seguido por uma lagoa, não 

apresentou uma remoção expressiva de microrganismos no efluente final (Salmonella – 101 

NMP/100 mL no reator UASB e 102 NMP/100 mL após a lagoa; Shigella 102 NMP/100mL 

no reator UASB e 101 NMP/100mL após a lagoa e Vibrio 103 NMP/100mL no reator UASB e 

102 NMP/100mL após a lagoa). No entanto, o estudo é importante por extrapolar a avaliação 

para além dos microrganismos indicadores, uma vez que os microrganismos patogênicos, 

como vem sendo aventado, podem estar presentes em densidades elevadas.  

Em outros trabalhos, como os de Payment (2001), Koivunem (2003) e Fasciolo (2002), que 

apresentaram diferenças importantes na concentração, principalmente, de E. coli, não se 

especificou qual sistema de tratamento foi utilizado. Na Tabela 3.4, excetuando-se os 

trabalhos de Lee et al. (2006), Ampofo e Clerk, (2003) e Ceballos (2000) que incorporaram 

outras bactérias patogênicas, como por exemplo, os gêneros Campylobacter, Yersinia, 

Helicobacter, a maioria das pesquisas, tanto aquelas demonstradas na Tabela 3.4, quanto a 

grande maioria dos trabalhos, avaliando efluentes de lagoas, segue o padrão de avaliação, 
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restringindo-se praticamente aos organismos indicadores, possivelmente pelos mesmos fatores 

levantados na avaliação do esgoto bruto. 

3.5.4 Aplicação das técnicas moleculares para detecção e quantificação de 

microrganismos patogênicos 

Os dados apresentados nas Tabelas 3.3 e 3.4 foram obtidos utilizando-se métodos de detecção 

e quantificação variados. A Tabela 3.5 apresenta uma lista de alguns dos métodos utilizados, 

que incluem tanto técnicas convencionais de microbiologia quanto técnicas atuais baseadas 

em biologia molecular.  

Tabela 3.5 – Métodos para detecção e quantificação de diversos microrganismos 
patogênicos e não patogênicos em amostras ambientais. 

Técnicas 

Convencional Molecular 
Referência 

Meio de cultura  Stelzer e Jacob (1991)  

Meio de cultura  Martins et al. (1991)  

Tubos múltiplos  Pant e Mittal (2007) 

Membrana filtrante  Harwood et al. (2005) 

 
PCR, PCR tempo real, 
hibridação do DNA 
genômico, 

Lee et al. (2006) Shannon 
et al. (2007). 

 1 iUPPCR Peng et al. (2002)  

Membrana filtrante  Rose et al. (1996) 

Contagem em placa; tubos múltiplos PCR Nasser et al. (2007) 

Meio de cultura  Payment et al. (2001)  

Meio de cultura   Ampofo e Clerk (2003) 
Membrana filtrante PCR Alonso et al. (2006)  

Meio de cultura   Ceballos (2000) 

Membrana filtrante e meio de cultura  Dousse et al. (1993) 

 FISH Oliveira e Bernardo (2002) 

 PCR Lu et al. (2002) 

 PCR e FISH Moreno et al. (2003) 

 PCR e 2 RT-PCR Hultén et al. (1998) 
1 immunocapture Universal Primer PCR 
2 RT-PCR – PCR transcriptase reversa 
 

Como pode ser observado na Tabela 3.5, diferentes métodos de quantificação são verificados. 

A utilização de diferentes metodologias para quantificação de microrganismos, ainda que 

apresente vantagens e desvantagens inerentes a cada uma, geram resultados que não podem 

ser comparados, o que dificulta a interpretação dos dados dos diferentes trabalhos.  
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Observa-se pela Tabela 3.5, que há uma tendência atual em se adotar as técnicas moleculares 

na avaliação de amostras ambientais, devido aos recentes avanços ocorridos nos últimos anos, 

e que pode se expandir à medida que os laboratórios de pesquisas microbiológicas em 

amostras ambientais passem a implementá-las e usá-las como uma ferramenta adicional 

acoplada as técnicas convencionais em uso.  

Técnicas moleculares, tais como a PCR e a PCR em tempo real também têm sido utilizadas 

para avaliar a presença de patógenos em outros tipos de amostras ambientais, como, por 

exemplo, de biossólidos para utilização na agricultura (BURTSCHER e WUERTZ, 2003). 

Dentre os trabalhos citados nas Tabelas 3.3, 3.4 e 3.5, os trabalhos de Lee et al. (2006) e 

Shannon et al. (2007) se mostram importantes, por que, além de fazerem extensa avaliação 

dos organismos patogênicos e não patogênicos em efluentes brutos e tratados por lodo ativado 

seguido por desinfecção ultravioleta, os autores utilizaram métodos moleculares (hibridação 

do DNA genômico e a PCR em tempo real).  

No trabalho de Lee et al. (2006), os autores não só utilizaram sondas moleculares já 

existentes, mas também efetuaram o desenho de novas sondas, fato que é possível que ocorra 

mais frequentemente no futuro, à medida que novos microrganismos sejam identificados no 

ambiente e necessitem ser quantificados. Os autores concluíram que as técnicas moleculares 

propostas foram bem sucedidas, alcançando resultados que permitem seu uso na rotina do 

monitoramento de patógenos.  
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4 METODOLOGIA 

4.1 Área de estudo e aparato experimental 

A área de estudo faz parte do Centro de Pesquisas e Treinamento em Saneamento 

CePTS/UFMG/COPASA, e está localizada na ETE Arrudas, na grande Belo Horizonte a 19º 

52’42,30”S e  43º 52’43,36” O.  

O aparato experimental utilizado para o presente trabalho é composto das seguintes unidades 

em série: um reator anaeróbio tipo UASB e três lagoas de polimento. O esgoto utilizado é 

captado após o tratamento preliminar afluente à ETE Arrudas. Ao final da lagoa 3 foi inserido 

um filtro de pedra com brita 3, utilizado em pesquisas anteriores para avaliar a remoção de 

algas. O sistema foi utilizado como um todo na fase de identificação das bactérias pela PCR 

em uma primeira etapa do trabalho e, em uma segunda etapa, foram avaliadas amostras do 

esgoto bruto, da lagoa 1 e da lagoa 3. As principais características do reator UASB e das 

lagoas de polimento são apresentadas na Figura 4.1 e nas Tabelas 4.1 e 4.2. Os pontos de 

coleta estão apresentados na Tabela 4.3. 
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Figura 4.1 – Fluxograma e vista parcial do aparato experimental: UASB, Lagoas 1, 2, 3 e 
Filtro 
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Tabela 4.1 - Características do reator UASB e das lagoas de polimento 

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

Volume: 14,2 m3 Volume: 125 m3 Volume: 42 m3 

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

Diâmetro: 2,0 m Largura no fundo: 5,25 m Largura no fundo: 5,25 m 

 
Profundidades médias: 0,75 m e 0,70 
m respectivamente 

Profundidade média: 0,50 m 

Vazão Média: 29 m3/d Vazão Média: 29 m3/d Vazão Média: 29 m3/d 

TDH: 11,7 h TDH: 4,3 d     TAH: 0,15 m3/m2.d  
TDH: 1,5 d  TAH: 0,22 
m3/m2.d 

TDH: Tempo de detenção hidráulica; TAH: Taxa de aplicação hidráulica  

 

Tabela 4.2 - Características do filtro de pedra (brita 3)* 

Comprimento do fundo: 8,44 m Altura da lâmina d’água: 0,50 m 

Largura a 0,40 m de altura: 6,05 m Altura do filtro: 0,70 m 

Comprimento a 0,40 m de altura: 8,44 m Inclinação dos taludes: 45º 

Largura no fundo: 5,25 m TAH: 0,52 m3/m2/dia 

*O filtro de pedra é componente do sistema, no entanto, o efluente do filtro não foi avaliado nesta pesquisa 

 
 

Tabela 4.3 - Descrição dos pontos e tipo de amostragem 

Ponto de coleta Descrição do ponto Tipo de amostragem 
EB 1 Esgoto Bruto Composta 

UASB 1 Efluente do reator UASB Composta 
L1 Efluente da Lagoa 1 2 Composta (por toda a profundidade) 
L2 Efluente da Lagoa 2 Composta (idem) 
L3 Efluente da Lagoa 3 Composta (idem) 

1 Coleta composta para a análise dos parâmetros físico-químicos e pontual para os microbiológicos. 

2 A coleta composta das lagoas, por toda a profundidade, consiste em coletar a amostra nas três alturas das lagoas (fundo, 

meio e superfície) utilizando para isto um amostrador em coluna feito em PVC e corresponde a aproximadamente uma coleta 

composta pelo tempo.  

4.2 Coleta e preparo das amostras para as etapas a serem 

desenvolvidas 

4.2.1 Objetivo específico 1 - Identificação das bactérias pela técnica da PCR 

Para a identificação das bactérias selecionadas utilizando-se a técnica da PCR, a data das 

coletas, os pontos de coleta e os volumes coletados estão especificados na Tabela 4.4. As 

datas das coletas foram selecionadas casualmente, ou seja, não foi considerado nenhum 

evento específico para se fazer a coleta. As amostras das lagoas foram coletadas sempre dos 

pontos de saída do efluente. 
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Tabela 4.4 - Descrição das coletas 

Data das coletas  Amostras coletadas Volume coletado 
25/04/2007 
27/02/2008 

EB, UASB, L1, L2, L3 

11/02/2009 
27/05/2009 

EB, L1, L3 
2 Litros 

 

Inicialmente foram determinadas apenas duas coletas, devido ao fato de que seria necessário 

realizar uma série de testes preliminares, até se adaptar e padronizar a maioria das etapas das 

técnicas de biologia molecular para as amostras a serem avaliadas, principalmente a PCR, no 

estabelecimento da rotina. Posteriormente, quando se estabeleceu a rotina a ser adotada, 

optou-se por fazer mais duas coletas. Ressalta-se que na terceira e quarta coletas os pontos 

amostrados passaram a ser somente o EB, a L1 e a L3 e não mais o sistema completo, devido 

às dificuldades verificadas na etapa de filtração das amostras das lagoas e a demanda de 

tempo para se avaliar cinco pontos de monitoramento. O volume especificado (2 L) foi 

integralmente utilizado para se fazer a extração do DNA a ser utilizado nas reações da PCR. 

As amostras foram coletadas em garrafas plásticas de 2 L, previamente lavadas com uma 

solução de Extran a 1%, enxaguadas com água de torneira e secas. Após a secagem, foram 

novamente enxaguadas com água destilada, porém não foram autoclavadas. Após a coleta, as 

amostras foram transportadas para o Laboratório 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 diluída e principalmente 

devido a elevada concentração de algas existentes nas lagoas que poderia interferir na reação 

dea PCR. O pré-tratamento adotado consistiu basicamente em filtrar as amostras em filtro de 

12,5 cm de diâmetro e 8,0 µm de porosidade (Filtros J-Prolab-faixa azul), e em seguida 

através de membrana éster-celulose, de 47 mm de diâmetro e porosidade 1,2 µm, Milipore, ou 

equivalente.  

Em seguida, as amostras filtradas foram submetidas a uma etapa de concentração por 

centrifugação a 4.000 rpm, durante 30 minutos, para se obter uma quantidade de biomassa 

suficiente para se fazer extração do DNA das bactérias a serem pesquisadas. O esgoto bruto e 

o efluente do UASB foram centrifugados a 4.000 rpm por 20 minutos diretamente, sem passar 
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por nenhum processo de purificação prévio. O sedimento obtido da centrifugação das 

amostras foi mantido a -20 ºC até se fazer a extração do DNA. 

4.2.2 Objetivo específico 2 - Quantificação pela técnica de FISH das bactérias 

detectadas a partir da PCR  

As amostras para quantificação de bactérias patogênicas pela técnica de FISH, detectadas a 

partir da PCR, também foram coletadas nas datas mencionadas na Tabela 4.4. O volume 

coletado foi de 200 mL para cada ponto de amostragem especificado. O mesmo processo de 

filtração (adotado no presente trabalho para tentar diminuir a interferência das algas) e 

descrito anteriormente foi aplicado para as amostras oriundas das lagoas, nesta etapa do 

trabalho.  

A centrifugação foi feita a 4.000 rpm por 30 minutos, baseando-se em Falco (2005) e 

Lemarchand et al. (2005). O sedimento foi ressuspendido em uma solução de PBS 1X. O 

processo de fixação das amostras foi feito no dia da coleta, para preservar a integridade da 

célula, utilizando-se uma solução contendo paraformaldeído 4% e NaOH 1N, conforme o 

protocolo proposto por Hahn (2001). O processo de fixação consiste das seguintes etapas: 

1. misturar em um tubo eppendorf de 2,0 mL, um volume (375 a 500 µL a depender do 

volume de sedimento obtido após a centrifugação) da amostra (que estava previamente no 

PBS 1X) em três volumes da solução de fixação (1:3) e agitar; 

2. fixar por 3 a 16 horas (ou “overnight”) a 4 ºC; centrifugar a 7.600 rpm por 5 minutos e 

descartar o sobrenadante; lavar 2 vezes com 1 mL de PBS 1X (centrifugando-se a 7.600 

rpm por 5 minutos cada vez); ressuspender em PBS 1X e adicionar etanol 100%, gelado 

(proporção 1:1); 

3. armazenar a - 20 ºC (congelador) por tempo indeterminado. 

4.2.3 Objetivo específico 3 - Comparação das técnicas FISH e substrato cromogênico – 

Colilert® na quantificação de E. coli 

Para a comparação das técnicas de FISH e Colilert® na quantificação de E. coli procedeu-se a 

coleta em seis campanhas amostrais, nas datas 19/09/2007, 22/11/2007, 27/02/2008, 

02/04/2008, 11/02/2009 e 27/05/2009. O volume de amostra coletado foi de 200 mL para se 

aplicar a técnica de FISH e 100 mL para a técnica do Colilert® para os pontos, EB, L1 e L3. 
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Assim como descrito no item 4.2.1, optou-se por trabalhar com os pontos de coleta 

mencionados, primeiramente devido ao volume de trabalho que a avaliação do sistema 

completo geraria, e depois porque tais pontos constituem a amostra afluente, um ponto 

intermediário e a amostra efluente, e desta maneira seria possível avaliar a possível ocorrência 

do decaimento bacteriano no sistema pelas duas técnicas. O processo de filtração e 

centrifugação das amostras, assim como a fixação destas, para se aplicar a técnica de FISH foi 

feito como descrito no item 4.2.2. As amostras obtidas das lagoas para aplicação da técnica 

Colilert® não receberam nenhum pré-tratamento. 

4.3 Procedimentos para identificação das bactérias pela técnica PCR  

4.3.1 Extração do DNA para as análises da PCR 

Para a extração do DNA foram avaliados dois protocolos, descritos a seguir. 

Protocolo 1 

A extração do DNA das amostras foi feita inicialmente pelo método proposto por Yu e Mohn 

(1999), modificado por Lemarchand et al. (2005), e consiste das seguintes etapas: 

1. centrifugar 1 mL da amostra a 16.000g por 10 minutos e desprezar o sobrenadante;  

2. adicionar 2,0 g de pérola de vidro (1,0 mm) e 1 mL de tampão de extração [50 mM Tris-

HCl pH 8,0. 0,5 mM EDTA, 3% de SDS];  

3. levar ao microdesmembrador à velocidade máxima (4.800 rpm) por 2,5 minutos; 

4. resfriar por 1 minuto e repetir a agitação no microdesmembrador por mais 2,5 minutos;  

5. centrifugar a 16.000g por 3 minutos e coletar o sobrenadante; 

6. ressuspender o sedimentado em 1 mL do tampão de extração [50 mM Tris-HCl pH 8,0. 

0,5 mM EDTA, 3% de SDS];  

7. repetir a etapa do microdesmembrador para evitar a perda de DNA e juntar os 

sobrenadantes;  

8. precipitar as impurezas para purificar o DNA em 1 volume de acetato de amônia 

concentração final de [2 M] e levar ao banho de gelo por 5 minutos; centrifugar a 16.000g 

por 5 minutos e coletar o sobrenadante;  

9. repetir a etapa de purificação para eliminar impurezas residuais do sobrenadante; 
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10. precipitar o DNA com 1 volume de isopropanol a - 20º C, por 50 minutos ou “overnight” 

e centrifugar a 16.000g por 15 minutos;  

11. lavar o DNA com etanol 70%, centrifugar por mais 5 minutos e secar ao ar;  

12. dissolver o DNA em 400 µl de tampão TE 1x (Tris [1 M] 10 mM; EDTA [0,5 M], 1 

mM); 

13. precipitar em 2,5 volumes de etanol 100%, centrifugar por 15 minutos a 16.000g;  

14. lavar o DNA com 1 mL de etanol 70%, centrifugar por 15 minutos e ressuspender cada 

sedimento em 50 µl de TE 1x.  

Nas primeiras extrações, que consistiram de testes, o protocolo anterior foi aplicado da 

maneira como descrita, já para as demais extrações foi necessário se fazer alguns ajustes na 

metodologia a fim de adequá-la às amostras a serem investigadas, particularmente o efluente 

das lagoas. As modificações foram basicamente: diminuir o volume de pérola de vidro para 

1,5 g e agitar no vórtex após a adição do acetato de amônia para permitir maior contato do 

reagente com a amostra. 

A principal modificação efetuada, no entanto, foi a redução das lavagens do DNA. As etapas 

12 a 14 foram excluídas, já que se mostraram desnecessárias e com isso evitou-se a perda de 

DNA. Desta forma, após a etapa 11, o material obtido foi ressuspendido em 50 µL de tampão 

TE 1x. As amostras de DNA extraídas foram, então, precipitadas em 0,1 V de Acetato de 

Sódio 3M, pH 5,5 e em 2-2,5 V de etanol absoluto.  

Outro método de extração de DNA também foi utilizado, em princípio, para se comparar as 

metodologias. 

Protocolo 2 

Para a nova extração do DNA microbiano, optou-se pelo protocolo descrito por Egli et al. 

(2003). Este protocolo consiste das seguintes etapas:  

1. centrifugar 2 mL da amostra a 16.000g por 5 minutos e desprezar o sobrenadante;  

2. ressuspender o sedimento em 900 µl de tampão de homogeneização TEN (0,1M NaCl, 

10mM Tris HCl e 1mM de EDTA, pH 8,0) e transferir para um tubo de rosca adicionando 

0,2 g de pérola de vidro de 1 mm de diâmetro. 

3. levar ao microdesmembrador à velocidade máxima de 4.000 rpm por 1 minuto; 
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4. resfriar em gelo por 1 minuto e repetir a agitação no microdesmembrador; 

5. deixar sedimentar por aproximadamente 5 minutos antes de coletar o sobrenadante (o 

sobrenadante é coletado sem centrifugação); 

6. adicionar à amostra 1 volume de Fenol tamponado (Tris-Fenol 1:1) (pH 8,0); 

7. homogeneizar em vórtex e acrescentar 1 volume de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1 

vol/vol); 

8. agitar no vórtex e centrifugar a 12.000 g ou 13.000 rpm por 10 minutos a 4º C; 

9. transferir a fase aquosa para novo tubo eppendorf;  

10. repetir a etapa 7 caso a amostra não esteja pura (presença de cor na fase líquida);  

11. agitar no vórtex e centrifugar novamente a 12.000 g ou 13.000 rpm por 10 minutos a 4ºC; 

12. repetir esta etapa enquanto a amostra apresentar contaminantes; 

13. precipitar o DNA com 2 volumes de etanol e 0,1 V de acetato de sódio 3M (pH 5,2) por 1 

hora e meia a -80º C ou overnight a -20º C; o etanol pode ser substuído por 1 volume de 

isopropanol gelado; 

14. centrifugar a 13.000g por 20 minutos e descartar o sobrenadante;  

15. adicionar 300 µl de uma solução de etanol 70% para lavar o DNA e para remover os sais 

e centrifugar a 12.000g ou 13.000 rpm por 10 minutos; 

16. retirar o sobrenadante e verter o tubo sobre um papel toalha (para escorrer todo o etanol) 

e deixar o DNA secar ao ar por mais ou menos 30 minutos; 

17. ressuspender o DNA em 50 µl de água ultra-pura estéril previamente aquecida (± 70º C) e 

armazenar a -20º C.  

Para ambos os protocolos as extrações se DNA foram feitas em duplicata ou triplicata, a 

depender da quantidade de amostra gerada na fase de preparo da amostra. Os sedimentos 

obtidos eram unificados em único tubo. Após a extração, alíquotas de 5,0 µl de cada amostra 

extraída, adicionadas a 1,0 µl de tampão de corrida, foram submetidas à eletroforese em gel 

de agarose 1% a 75 V por 40 minutos. O marcador de DNA (Ladder) utilizado para verificar a 

positividade da extração foi o de 1 Kb/Fermentas (Figura 4.3). 
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O gel foi, então, corado em solução de brometo de etídio (0,5µg/mL) por aproximadamente 

15 minutos e em seguida submerso em água destilada por 5 minutos a fim de remover o 

excesso de brometo. A visualização e obtenção das imagens foram feitas em um 

transiluminador de luz UV (de 300 nm) para verificar a presença de bandas fluorescentes e a 

confirmação positiva da extração do DNA. A composição das principais soluções, utilizadas 

nas metodologias, está descrita no Apêndice. 

4.3.2 Condições de amplificação do DNA 

As concentrações e volumes das reações da PCR estão apresentados na Tabela 4.5. As reações 

ocorreram em presença de tampão de reação (Phoneutria), primers (Bioneer), dNTP 

(Fermentas), BSA (Sigma), enzima Taq polimerase (Phoneutria). Para todos os pares de 

primers utilizados, as reações da PCR foram feitas, no mínimo, em dois eventos diferentes, 

sendo que para alguns primers as reações foram repetidas por quatro ou mais eventos 

diferentes, a fim de confirmar os resultados. 

Tabela 4.5 - Concentrações e volumes dos reagentes utilizados na reação de PCR 

Reagentes 
Concentração 

estoque 
Concentração por 

reação 
Volume 

(µL) 
Água ultra-pura - - 16,875 
*Tampão  10X 1X  2,5 
dNTP 10 mM Total 0,2 mM Total 0,5 
Primer 1 10 pmol/µL 0,3 pmol/µL (300 nM) 0,75 
Primer 2 10 pmol/µL 0,3 pmol/µL (300 nM) 0,75 
BSA 2,5 mg/mL 0,3 µg/µL  3,0 
Taq Polimerase 5 u/µL 0,7 u 0,125 
DNA template   0,5 
Volume total   25 µL 

* Tampão acrescido de 50mM de MgCl2 (concentração por reação 1,5 mM) 

Foram desenvolvidos programas com uma temperatura de anelamento específica, determinada 

por meio de reações da PCR com culturas puras das bactérias, para cada par de primer 

testado. As condições de amplificação do DNA pela técnica da PCR foram feitas seguindo as 

seguintes condições:  

� desnaturação inicial: 3 minutos a 94 ºC;  

� desnaturação: 30 ciclos de 60 segundos a 94 ºC;  
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� anelamento: 1 minuto a Tº específica determinadas a partir das culturas puras (55 ºC 

para a maioria das bactérias, 57 ºC para Enterococcus, 60 ºC para os gêneros 

Campylobacter e Yersinia). 

� extensão: 1 minuto a 72 ºC;  

� extensão final: 7 minutos a 72 ºC.  

As temperaturas, inicial e final, foram de 94 °C e 4 °C, respectivamente. Para a análise das 

bactérias investigadas foram utilizados pares de primers específicos para cada grupo alvo, e 

estão listados na Tabela 4.6. As culturas puras utilizadas neste trabalho são apresentadas na 

Tabela 4.7, assim como o gradiente de temperatura testado e a fonte das culturas. 
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Tabela 4.6 - Primers específicos utilizados na detecção de bactérias patogênicas por PCR 

Bactéria 
Nome  
dos 

primers 

Sequência 
(5’ → 3’) 

Gene 
alvo 

Amplicon 
(pb) 

*T. 
(ºC) 

Referência 

L-uid739 
tggtaattaccgacgaa 

aacggc 
E. coli Total 

R-uid578 
gtggcgaaatattcccg 

tgcact 

uidA 840  65 
Bej (2004); 
Bej et al. 
(1991). 

L-vt2a ttaaccacacccacggcagt 
E. coli (EHEC) 

Lvt2b gctctggatgcatctctggt 
vt 346  55 

Bej et al. 
(2004); 

Pollard et al. 
(1990). 

L-himA cgtgctctggaaaacggtgag 
Salmonella 

Typhimurium R-himA 
cgtgctgtaataggaata 

tcttca 

himA 123  65 
Bej et al. 
(1994). 

Sal-3 tatcgccacgttcgggcaa 
Salmonella spp. 

Sal-4 tcgcaccgtcaaaggaacc 
gene invA  275  50 

Wang et al. 
(1997). 

L-phoBR 
attgaagccgcgccg 

acgcaa 
Shigella 

dysenteriae 
R-phoBR cgttgcctgacaccttgaggg 

phoB-
phoR 152  68 Bej (2004) 

Shi-1 cttgaccgcctttccgatac 
Shigella spp. 

Shi-2 cagccaccctctgagagta 
gene ipah 610  50 

Wang et al., 
(1997) 

Ent1 tactgacaaaccattcatgatg Enterococcus 
spp. Ent2 aacttcgtcaccaacgcgaac 

gene tuf 112  55 
Ke et al. 
(1999) 

HP1 gcaatcagcgtcagtaatgttc 

H. pylori 
HP2 

gctaagagatcagcct 

atgtcc 

DNAr 16S 521 55 
Lu et al. 
(2002). 

Y.16S-86f 
gcggcagcgggaagt 

agttta 

Y.e.eur.16
S-455r 

caatcacaaaggttattaacc 

tttatg 

DNAr 16S 416 53 
Burtscher e 

Wuertz 
(2003). 

YE-1 ctgtcttcatttggagcattc 
Y. enterocolitica 

YE-2 gcaacatacatcgcagcaatc 

Gene de 
enterotoxi

na 
159 - 

Wang et al. 
(1997); 

Ibrahim et al. 
(1992). 

nuc1 gcgattgatggtgatacggtt 
S. aureus 

nuc2 
agccaagccttgacgaactaaa

gc 
Gene nuc 270 55 

Burtscher e 
Wuertz 
(2003). 

CL2 tgacgctagtgttgtaggag 

C. jejuni 

CR3 ccatcatcgctaagtgcaac 

DdeI 402 48 

Ng et al. 
(1997); Wang 
et al. (1999); 
Vargas et al. 

(2005); 
Magistrado et 

al. (2001). 
*Temperatura de anelamento recomendada pelos autores dos artigos de referência 



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

57 

Tabela 4.7 - Culturas puras de bactérias, gradiente de temperatura e fonte das culturas. 

Bactéria Primers Gradiente de 
Temperatura (ºC) 

Fonte das culturas 

Escherichia coli  
ATCC 25922 

L-uid73 
R-uid578 

49,2 a 62,0 Laboratório Micra* 

Enterococcus faecallis  
ATCC 29212 

Ent1 
Ent2 

49,2 a 62,0 Laboratório Micra * 

Helicobacter pylori 
HP1 
HP2 

51,5 a 59,5 
Hospital das Clínicas 
(UFMG) 

Salmonella spp. 
L-himA 
R-himA 

51,5 a 59,5 
Fundação Ezequiel Dias 
(FUNED)** 

Shigella sonnei 
ATCC 23175 

Shi-1 
Shi-2 

51,5 a 62,0 
Fundação André 
Tosello*** 

Staphylococcus aureus  
ATCC 25923 

nuc1 
nuc2 51,5 a 59,5 Laboratório Micra* 

Shigella sonnei 
ATCC 23175 

L-phoBr 
R-phoBr 

51,5 a 62,0 
Fundação André 
Tosello*** 

Salmonella spp. 
Sal-3 
Sal-4 

51,5 a 59,5 
Fundação Ezequiel Dias 
(FUNED)** 

Y.e.eur.16S-86f 
Y.e.eur.16S-455r 

49,2 a 62 
Yersinia enterocolitica 
ATCC 25931 YE-1 

YE-2 
45,8 a 59,6 

Fundação André 
Tosello*** 

Campylobacter jejuni 
CL2 
CR3 

45,8 a 59,6 
Escola de Veterinária 
(UFMG) 

*Laboratório Micra (Microbiologia de Anaeróbios), Belo Horizonte, MG 

**Fundação Ezequiel Dias, Belo Horizonte, MG 

***Coleção de Culturas Tropicais da Fundação Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello, Campinas, SP. 

 

Para E. coli EHEC, não se conseguiu a amostra de cultura pura. Ainda assim procederam-se 

testes na tentativa de se estabelecer as condições de temperatura para a reação da PCR. As 

melhores temperaturas de anelamento para cada par de primers foram determinadas por meio 

de reações da PCR com culturas puras em um termociclador com gradiente de temperatura 

(Mastercycler Gradient, Eppendorf), onde foram testadas simultaneamente várias 

temperaturas diferentes. Devido à diferença nas características das amostras analisadas, uma 

estratégia para a PCR foi elaborada a fim de garantir os resultados de amplificação (Figura 

4.2).  
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 PCR 

Positivo 

 

Negativo 

� �[amostra] 
� �[amostra] diluição 
� Remover BSA 
� Checar temperatura de anelamento 
� Nested PCR se aplicável 

Positivo (com bandas 
inespecíficas) 

� �[amostra] diluição 
� Utilizar tampão I0/� 

bandas inespecíficas. 

 
Figura 4.2 - Fluxograma da estratégia de PCR. 

O fluxograma pode ser interpretado da seguinte maneira:  

� se o resultado da PCR fosse positivo, as condições foram ideais; 

� se o resultado da PCR fosse negativo, primeiramente, aumentar-se-ia a quantidade de 

amostra. Permanecendo negativo, diminuir-se-ia a quantidade de DNA através de diluições. 

As diluições também seriam importantes na tentativa de reduzir contaminantes que poderiam 

inibir a reação da PCR. A terceira opção seria remover o BSA do “mix”. Permanecendo 

negativo o resultado, a próxima opção seria checar a temperatura de anelamento e por último, 

a técnica do “Nested PCR” (reamplificação de um fragmento a partir de um produto da PCR 

previamente amplificado) seria a opção, quando aplicável; 

� se o resultado da PCR fosse positivo, porém com bandas inespecíficas, as opções seriam: 

diminuir a quantidade de amostra através de diluições ou usar um tampão sem magnésio 

testando-se diferentes concentrações de magnésio a serem acrescidas.  

Os resultados da PCR podem ser interpretados da seguinte maneira: 

1. Resultado positivo: é verificado pela preseça de bandas no gel, do fragmento de interesse, 

de acordo com o tamanho do fragmento amplificado, no ladder (não importando a 

intensidade da banda). 

2. Resultado negativo: é verificado pela ausência de bandas no gel, e implica que o gênero 

ou a espécie investigada estava ausente na amostra, ou estava abaixo do limite de 

detecção da técnica. 
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O limite de detecção da técnica pode variar entre microrganismos, tipo de amostra, 

concentração de MgCl2, concentração da Taq DNA polimerase, temperatura de anelamento 

dos primers, método de extração do DNA entre outros fatores. É possível obter amplificação 

pela PCR a partir de volumes de amostras em que haja desde uma única célula ou até 

concentrações mínimas de 102 cel/mL (WILSON, 1997; TYLER et al., 1997).  

Uma vez estabelecidas às melhores condições de amplificação para cada amostra e para cada 

conjunto de primers, as reações da PCR para as amostras foram repetidas no mínimo, duas 

vezes, para garantir a confirmação do resultado. Os produtos da PCR foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose entre 1 e 2% (a depender do tamanho do fragmento) para 

verificação dos resultados. Os géis foram corados em solução de brometo de etídio (0,5 

µg/mL) e observados em um transiluminador de luz UV (UVP Products). As imagens dos 

géis foram registradas por um sistema de captura de imagem. Os ladders utilizados foram i) 

GeneRuler 1Kb, ii) O’GeneRuler 100 bp, iii) O’GeneRuler 50 bp todos da Fermentas. As 

Figuras 4.3 a 4.5 ilustram os padrões dos ladders utilizados. 

   

Figura 4.3 – Padrão do 

ladder GeneRuler 1Kb. 

Figura 4.4 – Padrão do ladder 

O’GeneRuler 100 bp. 

Figura 4.5 – Padrão do 

ladder O’GeneRuler 50 bp. 

4.4 Hibridação de células por FISH 

As amostras previamente fixadas foram aplicadas na superfície das lâminas de teflon 

contendo 10 pocinhos de 8 mm de diâmetro (MP Biomedicals). As sondas utilizadas foram 
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para E. coli, Salmonella spp., Enterococcus spp., Campylobacter spp., e estão descritas na 

Tabela 4.8. A sonda NON 338 é utilizada como controle negativo, uma vez que ela não é 

complementar a nenhuma área da região alvo. Nesse caso, ao se aplicar a sonda e na 

visualização microscópica houver emissão de brilho, considera-se o resultado como falso-

positivo. 

A especificidade dos microrganismos às sondas foi checada em “bancos de sondas” no qual é 

possível verificar a existência de similaridade entre o microrganismo e a sequência de 

nucleotídeos das sondas. A sonda ECO 45a (ECO-1167) foi checada através do programa 

“Probebase” (an online resource for rRNA-targeted oligonucleotide probes - disponível em 

(http://www.microbial-ecology.net/probebase). As demais sondas (uidA, Sal – 3, CAJECO 

1427, Enf-191, Enc 38 foram checadas pelo programa NCBI/BLAST (National Center for 

Biotechnology Information/Basic Local Alignment Search Tool) disponível em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. Para todas as sondas foram aplicados controles 

positivos e negativos utilizando-se cultura pura de bactérias a fim de garantir a especificidade 

das sondas. 

Tabela 4.8 - Descrição das sondas. 

Nome da 
sonda 

Especificidade 
Sequência 

(5’→3’) 
Alvo 

(%) FA  
Referen-

ciado 

(%) FA  
usado 

Cromó- 
foro 

Referência 

ECO 45a 
(ECO 1167) 

E.coli gcataagcgtcg
ctgccg 

RNAr
23S 

40 30 Cy3 
Neef et al. 
(1995) 

uid-A* E. coli 
ccgaacacctg
ggtggacgatat

ca 
uidA NE 30 Cy3 Bej (2004) 

Sal - 3 Salmonella spp. aatcacttcacct
acgtg 

RNAr
23S 

NE 20 Cy3 
Nordentoft 
et al. 
(1997) 

CAJECO 
1427 

Campylobacter 
spp. 

agccctaagcgt
ccttcc 

RNAr
23S 

20 a 35 20 Cy3 
Schmid et 
al. (2005al) 

ENF 191 
Enterococcus 

faecalis 
gaaagcgccttt
cactcttatgc 

RNAr
16S 

20 30 Cy3 
Wellinghau
sen et al. 
(2007) 

ENC 38 
Enterococcus 

spp. 
ccctctgatgggt

aggtt 
RNAr
23S 

20 15 Cy3 

Frahm  
et al. 
(2001); 
Kempf et 
al. (2000) 

NON 338 
Controle 
negativo 

actcctacggga
ggcagc 

Não se liga a nenhum grupo específico 
Wallner et 
al. (1993) 

FA - Formamida NE – não especificado 

Obs. A sonda CAJECO 1427 foi positiva para cultura pura de C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis 
e outras em baixa intensidade, conforme o autor referenciado. 
* sonda testada mas não utilizada para geração de resultados 
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O protocolo de hibridação utilizado foi proposto por Hahn (2001). As etapas do protocolo 

estão descritas a seguir: 

1. aplicar 1 µL de amostra no pocinho e espalhar com a ponteira; 

2. incubar a lâmina em estufa a 46 ºC por 40 minutos para secar; 

3. desidratar as células aderidas à lâmina por imersão serial em banhos de etanol 50, 80 e 

100% (3 minutos cada) e deixar secar; 

4.  antes de iniciar a hibridação, aquecer os tampões de hibridação e lavagem a 48 ºC e a 

câmara escura de hibridação (papel embebido em tampão de hibridação); 

5. adicionar em cada pocinho 9 µl de tampão de hibridação aquecido contendo a quantidade 

de formamida específica para cada sonda (concentração 50 ng/µl) e 1 µl da sonda 

espalhando com a ponteira; 

6. incubar a lâmina em câmara úmida escura em estufa a 45 ºC por duas horas ou a 46 ºC 

por 90 minutos; 

7. imergir a lâmina em tampão de lavagem a 48º C por 15 a 20 minutos, em banho maria, e 

em seguida mergulhar a lâmina em água ultra pura por 10 segundos para remover sais e 

SDS e secar em temperatura ambiente no escuro; 

8. adicionar 9 µL de água ultra pura e 1 a 2 µl do corante DAPI (4,6-diamidino-2-

phenilindol, Sigma) a 0,001% e espalhar com a ponteira para corar o DNA de todas as 

células; 

9. deixar o DAPI agir por 10 minutos em temperatura ambiente no escuro; 

10. retirar o DAPI mergulhando a lâmina em água destilada rapidamente e deixar secar; 

11. aplicar sobre cada pocinho 6 µL de uma solução com 80% glicerol e 20% PBS 1X; 

12. guardar as lâminas no escuro e sob refrigeração a 4 ºC até a observação ao microscópio. 

A Figura 4.6 apresenta de forma simplificada o preparo de uma lâmina de FISH, conforme a 

descrição do protocolo. 
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Figura 4.6 – Representação esquemática do preparo de uma lâmina de FISH em 

laboratório. (Fonte: Araújo, J. C. et al., 2009). 

As lâminas foram visualizadas sob microscopia óptica em microscópio Olympus BX-50 em 

objetiva de imersão, para aumento de 1.000 vezes, sob epifluorescência e contraste de fase. A 

microscopia de contraste de fase foi utilizada somente para ajustar o foco da imagem, antes da 

observação sob a luz ultravioleta. Foram utilizados filtros específicos com espectro de 

absorção entre 510 a 550 nm e de 330 a 385 nm para captação de emissões de fluorescência 

da sonda e do DAPI, respectivamente (ABREU, 2006). 

A formamida é um reagente que fortalece a ligação entre a molécula alvo e a sonda, 

permitindo à melhoria da hibridação e, consequentemente, a intensidade do sinal na emissão 

de fluorescência. A depender da quantidade de formamida utilizada, as células podem emitir 

um sinal fluorescente mais ou menos intenso. 

A interferência da formamida na qualidade do sinal fluorescente é de extrema importância. 

Ainda que os autores de referência das sondas indiquem o percentual de formamida a ser 

acrescentado ao tampão de hibridação, sugere-se que a cada sonda a ser utilizada sejam feitos 

testes com percentuais de formamida diferentes, a fim de garantir que o sinal emitido pela 

sonda seja adequado e com isso se distinguir as células com a melhor clareza possível. Para 

todas as sondas, diferentes concentrações de formamida foram testadas, para se chegar ao 

percentual adequado que proporcionasse uma boa qualidade da hibridação e emissão de sinal 

fluorescente (conforme Tabela 4.8).  
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4.4.1 Quantificação das bactérias 

O critério de contagem dos microrganismos pela técnica de FISH varia entre autores, Araújo 

(2001) relata que 20 campos microscópicos ou 1.000 células coradas com DAPI são 

suficientes para se ter uma amostra representativa. Biesterfeld e Figueroa (2002) optaram por 

contar 10 campos microscópicos para amostras de biofilmes. Abreu (2006) contou 20 campos 

microscópicos para amostras de lodo de UASB. Falco (2005), para amostras de lagoas de 

estabilização, seguiu o protocolo de Araújo (2001). Oliveira e Bernardo (2002) contaram o 

número de salmonelas hibridadas com a sonda em cinco campos microscópicos, para 

amostras de alimentos e amostras ambientais. As variações de contagens verificadas entre 

autores são devidas, principalmente, ao tipo e à qualidade da amostra. 

Procedeu-se à contagem de 10 campos microscópicos, que continham, no máximo, 100 

células coradas com o corante DAPI, totalizando-se 1.000 células coradas com DAPI. Cada 

amostra foi hibridada em três pocinhos distintos aplicando-se 1 μL em cada um. Em uma 

primeira etapa as células foram contadas in loco, por meio da visualização direta das células 

através da ocular do microscópio. Posteriormente o laboratório do DESA adquiriu um sistema 

de captura de imagem acoplado ao microscópio, onde as imagens eram capturadas e a 

contagem das células passou a ser feita pela sua visualização no monitor do computador.  

Os resultados são expressos em células hibridadas/mL, utilizando-se a seguinte equação:  

 
Nº células = área do pocinho x Nº de células por campo 

               Área do campo visual 

 
(4.1) 

Onde:  

� Área do pocinho = 50,24 mm2 (para a lâmina especificada anteriormente) 

� Número de células por campo = valor médio de células contadas em 10 campos visuais. 

� Área do campo visual = 0,038 mm2 (o fator de redução da câmera acoplada ao 

microscópio e utilizada para fotografar a área do campo visual corresponde a 2/3 do campo 

original, o que dá um valor do campo visual de 0,025 mm2). 

� Correção dos valores de acordo com o tratamento de diluições e concentrações 

dispensadas para cada amostra.  
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Como relatado anteriormente a visualização das células marcadas com o corante DAPI é de 

fundamental importância para se certificar que as células que hibridaram com a sonda 

também estavam hibridadas com o corante DAPI. Isto garante que a hibridação de uma célula 

com a sonda não seja em decorrência de resíduos ou partícula inerte. A determinação do 

número total de células da amostra coradas com o corante DAPI foi feita para as amostras do 

EB e da L3 devido às dificuldades verificadas em se contar as células coradas com o DAPI, 

sobretudo nas amostras das lagoas, uma vez que em um único campo havia centenas de 

células, de tamanho muito reduzido. Os valores de todas as quantificações efetuadas, 

incluindo o de células totais, foram expressos em 100 mL de amostra. 

4.4.2 Quantificação de E. coli pelo método do substrato cromogênico/Colilert® 

Para a quantificação de E. coli pela técnica do substrato cromogênico/Colilert® foi utilizado o 

sistema Quanti-Tray 2000, que permite uma leitura na faixa de 1 a 2.419 (NMP/100mL), a 

partir de uma tabela estatística com limite de confiança de 95% para os valores determinados 

(CHERNICHARO et al., 2001). As análises foram realizadas de acordo com os 

procedimentos do Standard Methods for the examination of water and wastewater AWWA/ 

APHA/WEF 9223B (APHA, 2005), objetivando-se a avaliação quantitativa da bactéria 

indicadora de poluição fecal Escherichia coli.  

Este parâmetro microbiológico começou a ser monitorado mensalmente a partir de novembro 

de 2007 coletando-se amostras de todas as unidades (EB, UASB, L1, L2, L3) para se 

acompanhar o perfil de E. coli no sistema. No entanto, para se proceder à análise por FISH as 

amostras foram coletadas em seis campanhas amostrais como descrito no item 4.2.3.  

O volume de amostra coletado para esta análise foi de 100 mL. Após alguns testes para se 

definir as diluições que deveriam ser utilizadas, procedeu-se a aplicação do método. As 

diluições aplicadas foram de 106, 104 e 103 para o EB, L1 e L3 respectivamente. O método do 

Colilert® não foi feito em triplicata para as quatro primeiras coletas, pois devido à robustez 

do teste, acreditava-se que não ocorreriam diferenças representativas nos resultados de 

triplicatas. Adotou-se a triplicata somente nas duas últimas coletas (fevereiro e maio de 2009).  

4.5  Parâmetros físicos e químicos 

Para a determinação dos parâmetros físicos e químicos, tanto para a preservação, quanto para 

o transporte e análise, foram seguidos os métodos propostos pelo Standard Methods for the 
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Examination of Water and Wastewater AWWA/ APHA/WEF (APHA, 2005). Na Tabela 4.9 

estão listados os parâmetros físico-químicos que foram monitorados, rotineiramente, em todas 

as unidades do sistema e sua respectiva periodicidade. O monitoramento dos parâmetros 

físicos e químicos iniciou-se em dezembro/2006 e para a maioria destes finalizou-se em 

04/03/2009. Os parâmetros como pH, temperatura e oxigênio dissolvido foram medidos in 

loco por meio de equipamentos portáteis até Julho de 2009.  

Tabela 4.9 – Relação dos parâmetros físicos e químicos monitorados e periodicidade 
Parâmetro Periodicidade Método Referência 

DBO total e filtrada Quinzenal Método Iodométrico-DBO 5 dias APHA 5210 – B 

DQO total e filtrada Quinzenal 
Refluxo Fechado - Método 
Titulométrico. 

APHA 5220 – C  

Sólidos Suspensos Totais Quinzenal Gravimétrico – seco a 103-105ºC APHA 2540 – D 

pH Semanal Eletrométrico APHA 4500 H+ B 

Temperatura Semanal Termômetro °C (Hg) APHA 2550 B 

Turbidez  Semanal Nefelométrico APHA 2130 – B 

Oxigênio dissolvido Semanal Iodométrico  APHA 4500 B 

 

4.6 Tratamento estatístico dos dados 

Para o primeiro objetivo específico (investigação das bactérias pela PCR), optou-se pela 

utilização de Tabelas de Contingência com duas ou mais categorias. Os resultados foram 

avaliados por meio de observações baseadas no total de reações positivas e negativas das 

bactérias propostas, uma vez que os dados foram qualitativos. 

Para o segundo objetivo específico (Quantificação por FISH das bactérias identificadas por 

meio da PCR) os dados foram avaliados a partir da estatística descritiva para determinar seu 

comportamento, se simétricos ou assimétricos. Isto foi necessário para seleção dos testes 

estatísticos mais adequados para os dados em análise. Além do comportamento assimétrico, o 

tamanho das amostras, exceto para os parâmetros físico-químicos, apresentou um número de 

dados insuficiente para aplicação de testes de aderência que determinariam a distribuição de 

frequência que melhor se ajustaria aos dados. 

A avaliação estatística utilizando-se o teste não paramétrico de Kruskal - Wallis seguido do 

teste de Múltiplas Comparações foi realizada nas três situações apresentadas na Figura 4.7. 
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 KRUSKAL-WALLIS 

Detecção de diferenças entre 
coletas (C1 x C2 x C3 x C4) 
para cada ponto de 
monitoramento (EB, L1, L3). 

Detecção de diferenças entre 
pontos de monitoramento (EB x 
L1 x L3), para cada bactéria 
quantificada. 

Detecção de diferenças entre o n. 
de bactérias quantificadas (E. coli 
x Salmonella spp. x Enterococcus 
spp. x Campylobacter spp.) para 
cada ponto de monitoramento. 

3 

2 1 

 

Figura 4.7– Fluxograma para a aplicação do teste de Kruskal-Wallis 

 

Para as quantificações de bactérias, em triplicatas, o Teste Q de Dixon foi utilizado para 

detectar “outliers” entre triplicatas antes de se aplicar os testes estatísticos. O teste se 

fundamenta no fato de que se o valor experimental de Q (Qexp) for maior que o valor Q 

crítico (Qcrit=0,970 a um nível de significância de 5%) o valor suspeito é considerado um 

“outlier” e, portanto, deve ser descartado da avaliação 

(http://www.chem.uoa.gr/applets/AppletQtest/Text_Qtest2.htm Acesso em 16/03/2010).  

Para o terceiro objetivo específico (Comparação das técnicas Colilert® e FISH na 

quantificação de E. coli) foi utilizado o teste “T de Wilcoxon” para amostras pareadas, para 

verificar a existência de diferenças significativas entre as metodologias Colilert® 

(NMP/100mL) e FISH (cel/100mL) na quantificação de E. coli em cada uma das amostras 

(EB, L1, L3). Também foram feitas correlações entre os métodos Colilert® e FISH na 

quantificação de E. coli, para verificar a existência de associações entre os métodos, que em 

princípio utilizam unidades diferentes para expressão dos resultados. 

Para o quarto objetivo específico (Monitoramento por meio de parâmetros físico-químicos das 

condições ambientais e possível influência na ocorrência de bactérias patogênicas) utilizou-se 

de estatística descritiva para apresentação dos dados, além dos gráficos Box-Plot para se fazer 

uma avaliação conjunta dos parâmetros físico-químicos e das bactérias quantificadas. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1 Objetivo específico 1 – Investigação de bactérias patogênicas por 

PCR 

5.1.1 Extração do DNA 

Foram utilizados dois protocolos, 1 e 2 para a extração do DNA (ver item 4.3.1). As 

diferenças principais entre os protocolos basearam-se no volume de pérola de vidro a ser 

acrescido, diferenças no tampão de extração, utilização de fenol tamponado e lavagem do 

sedimento para retirar impurezas do DNA. Analisando-se as bandas obtidas da extração do 

DNA, percebeu-se que as amostras cuja extração foi feita com o protocolo 1 foram as que, 

aparentemente, geraram menos DNA (em função da baixa intensidade das bandas), embora a 

intensidade de padrão de bandas, por si só, não seja uma forma ideal de se expressar a 

concentração de DNA. Os resultados obtidos do protocolo 1 estão apresentados em 

Nascimento (2008). 

Já o protocolo 2 mostrou-se mais eficaz para se fazer a extração do DNA das amostras 

avaliadas, permitindo a obtenção de bandas com padrão de intensidade de melhor qualidade, 

quando comparado ao protocolo 1. A partir deste resultado, o protocolo 2 de extração de DNA 

passou a ser adotado para se extrair o DNA genômico de todas as bactérias em todas as 

amostras, até a finalização do trabalho. 

Foram feitas extrações do DNA genômico para as amostras obtidas da coleta 1 (25/04/2007), 

coleta 2, (27/02/2008), coleta 3 (11/02/209) e coleta 4 (27/05/2009). Após a extração do DNA 

de todas as amostras, a confirmação desta foi feita por meio de gel de agarose e visualizada 

sob luz ultravioleta. Para a terceira e quarta coletas, os pontos avaliados passaram a ser o 

esgoto bruto, o efluente da lagoa 1 e o efluente da lagoa 3 (EB, L1, L3), representando a 

amostra afluente, um ponto intermediário e o efluente final. 

5.1.2 Detecção das bactérias patogênicas pela PCR 

É possível que sob a interferência de diferentes reagentes, os ciclos de temperatura, sobretudo 

da temperatura de anelamento, apresentados pelos autores que desenvolveram os primers, 

sejam diferentes. Por isso, há necessidade da realização de testes para otimizar a detecção das 

bactérias utilizando-se culturas puras.  
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A PCR gradiente (conforme apresentado na Tabela 4.7) foi realizada e os resultados 

mostraram-se positivos para as culturas puras, significando que os primers se anelaram 

perfeitamente ao DNA bacteriano, confirmando sua especificidade (NASCIMENTO, 2008). 

Para a maioria das culturas, houve amplificação em todas as temperaturas testadas, exceto 

para Shigella sonnei, onde não houve amplificação na maior temperatura de anelamento. Com 

isso utilizou-se a temperatura de anelamento de 55º C para a maioria delas. 

Uma concentração não ideal de DNA pode gerar dois aspectos de resultados. Um primeiro 

aspecto seria considerando que o DNA da bactéria alvo encontra-se em baixa concentração, 

com isso sugere-se dobrar o volume da amostra para garantir que haja DNA suficiente para 

gerar amplicons (produto de PCR). 

Um segundo aspecto seria a elevada concentração de DNA. Uma alta concentração de DNA 

template pode gerar problemas na PCR, tais como bandas inespecíficas (WALKER e 

RAPLEY, 1999) e inibição da sua expressão pela presença de contaminantes, ocasionando 

resultados falso-negativos. Por isso, foram feitos testes empíricos utilizando-se 0,5 a 2 µl de 

amostra do DNA (concentrado ou diluído) para garantir a segurança do resultado obtido. Os 

resultados dos testes apontaram à impossibilidade de se adotar a mesma diluição para as 

diferentes amostras, e também de se adotarem diluições específicas para cada par de primers 

testado. Assim, para todas as reações de PCR foi necessário testar qual a melhor quantidade 

de DNA a ser aplicada e a necessidade ou não de diluição. 

Particularmente para a cultura pura de Shigella sonnei, foi verificada a formação de bandas 

inespecíficas, mesmo após a realização de testes para minimização destes efeitos (diluição de 

DNA template, e principalmente alterações nas temperaturas de anelamento dos primers). 

Com isso não foi possível padronizar a reação de PCR. 

A PCR para a cultura pura de Yersinia enterocolitica utilizando-se o par de primers Y.16S-

86f e Y.e.eur.16S-455r foi negativa, não sendo possível estabelecer as condições de 

amplificação do DNA extraído. Testes foram feitos na tentativa de alcançar esta amplificação, 

tais como mudanças na concentração do DNA template e o “Nested PCR” (reamplificação de 

um fragmento com primer específico, a partir de um fragmento previamente amplificado com 

um primer geral), no qual foi utilizado o par de primer geral Epsilon (5´-

GAGASTTGATCMTGGCTCAG-3´) e 1541r (5´-AAGGAGGTGATCCAGCC-3´) 
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(EMBLEY, 1991) para o gene DNAr16S. O resultado foi positivo para o primer geral, mas 

não gerou produtos após aplicação com os primers específicos (NASCIMENTO, 2008). 

Dessa forma, nenhuma mudança foi satisfatória para se conseguir resultado de PCR positivo 

para esta bactéria, com isso optou-se pela aquisição de um novo par de primers (YE1 e YE2) 

especificados na Tabela 4. 6. Com a aquisição de um novo primer foi necessário refazer os 

testes com gradiente de temperatura variando entre 45,8 a 59,6 ºC. O teste foi positivo para o 

novo par de primers, e a melhor temperatura de anelamento que permitiu a amplificação desta 

bactéria a partir da cultura pura foi de 57,3 ºC, e com isso, a investigação desta bactéria pode 

ser feita nas amostras especificadas. 

Campylobacter jejuni foi incluída na avaliação posteriormente, com isso, para assegurar a 

qualidade do resultado, todos os testes, como mencionado para as demais bactérias (melhor 

temperatura de anelamento por meio de PCR gradiente, volume de DNA a ser aplicado, 

necessidade ou não de diluição) também foram realizados.  

O limite de detecção dos primers utilizados nesta pesquisa (Tabela 4.6) não foi investigado. 

Os dados referentes a limite de detecção de primers são baseados na literatura. 

A Tabela 5.1 apresenta um resumo dos resultados das bactérias detectadas pela técnica da 

PCR, nas coletas 1 a 4. Todas as Figuras resultantes da eletroforese em gel de agarose obtidas 

das reações de PCR, para as bactérias investigadas, nas quatro coletas encontram-se inseridas 

no Apêndice 1. 

As Tabelas 5.2 a 5.5 mostram os resultados, por meio de Tabela de Contingência para dados 

qualitativos, e indicam o percentual das bactérias que apresentaram reações positivas e 

negativas da PCR nas quatro coletas investigadas.  
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Tabela 5.1 - Resultados da PCR para as bactérias investigadas com primer específico 

Primeira Coleta 
 (25/04/07) 

Segunda Coleta 
 (27/02/08) 

Terceira Coleta 
 (11/02/09) 

Quarta Coleta 
 (27/05/09) Bactérias 

EB UASB L1 L2 L3 EB UASB L1 L2 L3 EB L1 L3 EB L1 L3 

E. coli (total) + + + + - + + + - - + + + + + + 

Salmonella spp. - - + + + - - - - - - + + - - + 

Salmonella Typhimurium  + + + - - + + - - - + - - + - - 

Shigella spp.  - + + - - - - - - - - - - - - - 

Shigella dysenteriae  + + - - - - - - - - - - - - - - 

Enterococcus spp. + + - - - - - - - - + + + + + + 

Helicobacter pylori - - - - - - - - - - - - - - - - 

Staphylococcus aureus - - - - - - - - - - - - - - - - 

Campylobacter jejuni +  +  + -  -  + + + + - - + 

Yersinia enterocolitica 

primers YE1/YE2 
-  -  - -  -  - - - - - - - 

 
Legenda: Em branco: Não realizada 
-: Amplificação do DNA bacteriano negativa 
+: Amplificação do DNA bacteriano positiva (resultados oriundos de 3 ou 4 reações de PCR distintas para cada amostra). 
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Tabela 5.2 – Percentual de reações da PCR positivas e negativas para E. coli em 
quatro coletas 

E. coli Positiva  Negativa Total 
EB 4 (100%) 0 4 (100%) 

L1 4 (100%) 0 4 (100%) 

L3 2 (50%) 2 (50%) 4 (100%) 

Total 10 (83,3%) 2 (16,7%) 12 (100%) 

 
Tabela 5.3 – Percentual de reações da PCR positivas e negativas para Salmonella 

spp. em quatro coletas 

Salmonella spp. Positiva Negativa Total 
EB 0 4 (100%) 4 (100%) 

L1 2 (50%) 2 (50%) 4 (100%) 

L3 3 (75%) 1 (25%) 4 (100%) 

Total 5 (41,7%) 7 (58,3%) 12 (100%) 

 
Tabela 5.4 – Percentual de reações da PCR positivas e negativas para Enterococcus 

spp. em quatro coletas 

Enterococcus spp. Positiva  Negativa Total 
EB 3 (75%) 1 (25%) 4 (100%) 

L1 2 (50%) 2 (50%) 4 (100%) 

L3 2 (50%) 2 (50%) 4 (100%) 

Total 7 (58,3%) 5 (41,7%) 12 (100%) 

 

Tabela 5.5 – Percentual de reações da PCR positivas e negativas para Campylobacter 
jejuni em quatro coletas 

Campylobacter jejuni Positiva  Negativa Total 

EB 2 (50%) 2 (50%) 4 (100%) 

L1 2 (50%) 2 (50%) 4 (100%) 

L3 4 (100%) 0 (100%) 4 (100%) 

Total 8 (66,7%) 4 (33,3%) 12 (100%) 

 

5.1.2.1 Escherichia coli 

O monitoramento de E. coli ao longo do sistema foi feito utilizando-se um par de 

primer para o gene uidA, que tem por função codificar a enzima betaglicuronidase. Esta 

mesma enzima, no método do Colilert®, reage com o substrato cromogênico para 

indicar a presença de Escherichia coli. O gene uidA tem sido usado para detectar E. coli 

em amostras aquáticas (BEJ et al., 1991; 2004).  
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Avaliando-se a Tabela 5.1 e 5.2 para E. coli (total), observa-se que esta espécie foi 

detectada no EB e na L1 da primeira e da segunda coleta, e no EB, L1 e L3 da terceira e 

quarta coletas, totalizando 83,3 % de reações positivas para E. coli. Na primeira coleta, 

em que foram avaliadas todas as unidades que compõem o sistema, verificou-se uma 

banda também no efluente do UASB e da lagoa 2, esta última, de fraca intensidade.  

A intensidade das bandas em um mesmo gel pode ser proporcional à quantidade de 

DNA marcada pelo brometo de etídio. Assim, a existência de uma banda, de fraca 

intensidade, na lagoa 2, poderia indicar o decaimento da quantidade de DNA de E. coli 

do esgoto bruto até o efluente da lagoa 2 o que poderia significar a ocorrência de 

decaimento. 

Não se verificou amplificação do DNA de E. coli nas amostras oriundas da lagoa 3 nas 

coletas 1 e 2. A ausência de bandas de DNA de E. coli na lagoa 3, nas duas primeiras 

coletas pode indicar o decaimento de E. coli neste ponto, significando que E. coli 

poderia estar presente nesta amostra, no período avaliado, em baixas concentrações. 

Este resultado está de acordo com o esperado e descrito em várias publicações, tais 

como Mascarenhas (2002), Madera et al. (2002), Ceballos (2002), von Sperling (2005) 

e outros, apresentados na Tabela 3.4, que mostram que há um decaimento bacteriano de 

E. coli ao longo das unidades, em sistemas de tratamento de esgotos que utilizam lagoas 

de polimento (ou de maturação) em uma das etapas do tratamento, com base em 

métodos de cultivo. 

Andrada (2005) verificou uma remoção média de cinco ordens de grandeza de E. coli 

nas mesmas lagoas utilizadas neste trabalho, porém em diferentes condições 

operacionais, pelo método do Colilert® (NMP/100mL), apontando que houve 

decaimento nos valores de E. coli de 108 no EB para 103 NMP/100mL na lagoa 3.  

Entretanto, foi verificada a amplificação do DNA de E. coli no efluente da lagoa 3 nas 

coletas 3 e 4. Conforme mencionado, a não amplificação de DNA de E. coli no efluente 

da lagoa 3 nas coletas 1 e 2 sugere que, nestas amostras, E. coli poderia se encontrar em 

quantidades reduzidas à época da coleta, ou seja, menores que 103 NMP/100mL, como 

verificado por Andrada (2005). A hipótes mais provável, no entanto, é que interferentes 

da PCR, como relatado por Tyler et al. (2007), Wilson (1997) e outros pesquisadores,   

tenham inibido a reação e com isso o resultado se apresentou como negativo.  
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Há pouca informação sobre sorotipos patogênicos de E. coli em esgotos (brutos e 

tratados) e também no lodo e em águas poluídas. Orsi et al. (2008) avaliaram a 

distribuição de grupos de E. coli em amostras de água dos rios Jaguari e Sorocaba no 

Estado de São Paulo/Brasil, utilizando a PCR, e encontraram grupos de E. coli 

associados a sorotipos patogênicos em ambos os rios.   

Ainda que a presença de sorotipos patogênicos de E. coli em amostras ambientais seja 

pouco estudada, é plausível assumir que a presença destes grupos ocorra em esgotos 

domésticos, ainda que em baixas concentrações, e com isso, possam ocasionar infecções 

em animais e humanos. Ressalta-se, assim, a importância de se investigar os sorotipos 

patogênicos de E. coli em esgotos, devido à baixa dose infectante que alguns sorotipos 

de E. coli necessitam para causar doença em humanos, como por exemplo, o sorotipo 

enterohemorrágica (EHEC), cuja dose necessária para conferir sintomatologia é de 

apenas 10 a 100 células (Tabela 3.1). 

Para investigação do sorotipo patogênico EHEC de E. coli, foi utilizado apenas o par de 

primers, L-vt2a e L-vt2b. Não foi possível padronizar as condições da PCR para este 

sorotipo, devido à ausência de uma cultura pura para a realização dos testes. Mesmo 

assim, as reações com as amostras, na presença destes primers, foram feitas utilizando o 

programa descrito por Bej et al. (2004) e o programa com temperatura de anelamento de 

55 ºC, desenvolvido em uma das etapas da presente pesquisa. Os resultados foram 

negativos nas quatro coletas, mesmo após a adoção da estratégia de minimização dos 

possíveis efeitos inibitórios da PCR (aumento da concentração de DNA template, 

remoção do reagente BSA, aumento na temperatura de anelamento dos primers, de 

55°C para 58°C).  

Mesmo não sendo possível padronizar as condições da PCR para o sorotipo EHEC pelo 

fato de não se ter conseguido uma cultura pura em nenhuma das instituições listadas na 

Tabela 4.5, é possível que ainda assim, os resultados permaneceriam negativos uma vez 

que, conforme visto anteriormente o sorotipo EHEC de E. coli está mais associado a 

surtos de veiculação alimentar ou hídrica, principalmente nos Estados Unidos, Japão, 

Reino Unido e outros países desenvolvidos (KAPER, 2004; ISHII e SADOWSKY, 

2008; CRAUN, et al., 2006; INA et al., 2003). 
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Em países em desenvolvimento, estudos mostram que os sorotipos mais comumente 

associados à diarréia, sobretudo em crianças é EPEC (CRAVIOTTO et al., 1996; 

LEVINE et al., 1996 apud KOBAYASHY et al., 2000). No Brasil alguns estudos 

relatam que crianças que foram hospitalizadas devido a diarréia, os sorotipos EPEC e 

EAEC de E. coli foram detectados nas fezes (KOBAYASHI et al., 2000; VIDOTTO et 

al., 2000; FANG et al., 1995), com isso pode-se supor que a quantidade de DNA do 

sorotipo enterohemorrágica no esgoto bruto e no efluente das unidades de tratamento, se 

existente à época das coletas, devia ser muito baixa. 

5.1.2.2 Salmonella spp. e Salmonella Typhimurium 

Quanto a Salmonella spp., mesmo tendo sido realizadas várias tentativas de 

minimização da presença de bandas inespecíficas, a melhor condição de amplificação 

ainda gerou uma banda adicional. Apesar disso, amplicons de 275 pb foram 

visualizados em determinadas coletas, sendo considerado como resultado positivo da 

amplificação de Salmonella spp. Pela Tabela 5.3 observa-se que, considerando as quatro 

coletas, Salmonella spp. se mostrou positiva em 41,7% das reações. 

Visualizando-se a Tabela 5.1, percebe-se que o gênero Salmonella foi detectado na 

primeira coleta (25/04/2007) nas lagoas 1, 2, e uma fraca banda foi visualizada para a 

lagoa 3, embora não se tenha verificado no gel bandas indicativas da sua presença no 

esgoto bruto (Anexo 1). Resultados, mesmo que semelhantes, não foram verificados na 

segunda coleta (27/02/2008), que se mostrou negativa para todas as amostras. Para a 

terceira coleta (11/02/2009) o mesmo padrão de resultados da coleta 1 foi observado, ou 

seja, ausência de bandas positivas para o EB e bandas positivas para a L1 e a L3. Já para 

a quarta coleta (27/05/2009) não se observaram reações positivas para o EB e a L1, 

enquanto que para a L3 o resultado foi positivo. 

Shannon et al. (2007) utilizando a técnica PCR em tempo real na investigação de 

bactérias patogênicas em amostras de esgoto obtidas de uma ETE, no Canadá, não 

verificaram a presença do gênero Salmonella no esgoto bruto e em nenhuma das etapas 

do tratamento a que o esgoto foi submetido. 

Langeland (1982) investigou a presença de Salmonella spp. e outros microrganismos 

em amostras de esgoto, de lodo e outros tipos de amostras, obtidas de três estações de 

tratamento de esgotos em Oslo/Noruega utilizando métodos de cultivo (baseados em 
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NMP). O autor identificou a presença de Salmonella spp. nas amostras de esgoto, de 

lodo, e nos ambientes físicos das estações de tratamento investigadas. No esgoto bruto, 

Salmonella spp. foi identificada nas amostras obtidas das três estações avaliadas, 

enquanto que no esgoto tratado não foi detectada a presença de Salmonella spp. 

O fato de que Salmonella spp. pode se multiplicar no meio ambiente ainda é discutível 

(GUILLOT e LORET, 2010). No entanto Langeland, 1982, citando o trabalho de 

Grunnet (não referenciado) relatou que os quatro sorotipos de salmonela comumemente 

encontrados em amostras de lodo, incluindo Salmonella Typhimurium, Salmonella 

Paratyphi-B, Salmonella Senfteberg e Salmonella Baildon são capazes de multiplicar 

em águas residuárias em temperaturas que variam entre 10 e 42 ºC. Esta hipótese pode 

indicar que, possivelmente, algum representante do gênero Salmonella, excetuando-se 

S. Typhimurium, cujos resultados deram negativos na L3 em todas as coletas, pode ter 

se multiplicado na L3 e com isso foram detectados pela PCR quando se utilizou o 

primer para o gênero Salmonella.  

Aissa et al. (2007) fizeram pela primeira vez, na Tunísia, uma avaliação da presença de 

Salmonella spp. em amostras de origem humana, animal, alimentos e ambiental (água 

de abastecimento, piscina, e água mineral) em todas as regiões do país. Os autores 

verificaram que nas amostras ambientais havia uma influência da sazonalidade, onde se 

observou que nos meses mais frios, as salmonelas aumentavam. Este fato já tinha sido 

verificado por Yaziz e Lloyd (1979) em amostras de esgotos brutos e tratados pelo 

sistema de lodos ativados. Os autores verificaram que nos meses frios, as concentrações 

de salmonelas aumentaram nos sistemas de tratamento de esgotos. Koivunem et al. 

(2003) também fizeram um levantamento da presença de sorotipos de Salmonella 

enterica em estações de tratamento de esgotos de cidades da Finlândia, incluindo 

Helsinki, e detectaram sorotipos de salmonelas em todas as amostras oriundas do esgoto 

bruto. Os autores relataram que a baixa temperatura do esgoto bruto no período avaliado 

(maio a outubro) favoreceu a manutenção do gênero nas amostras. 

Uma vez que em grande parte do território brasileiro as estações climáticas não são bem 

definidas, diferenças de temperaturas marcantes também não são fortemente observadas 

na região de estudo do presente trabalho. O que se nota, mais marcantemente, é a 

ocorrência de uma estação quente/ chuvosa e outra fria/seca. 
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Considerando-se os trabalhos de Yaziz e Lloyd (1979), Koivunem et al. (2003) e Aissa 

et al. (2007) com relação à sazonalidade, não foi possível afirmar que diminuições da 

termperatura possam ter afetado a concentração do gênero Salmonella nas amostras 

investigadas no presente trabalho devido principalmente a dois fatores i) a ausência de 

reações positivas para o gênero Salmonella ter sido verificada somente no esgoto bruto, 

ii) não ter sido efetuada nenhuma coleta no auge da estação seca que coincide com o 

inverno, já que as quatro coletas foram feitas praticamente no mesmo período, ou seja, 

duas coletas na estação chuvosa/quente (27/02/2008 e 11/02/2009) e duas coletas no 

início da estação seca/fria (25/04/2007 e 27/05/2009).  

Quanto a Salmonella Typhimurium os resultados mostram a presença de amplicons de 

123 pb, indicando reação positiva para Salmonella Typhimurium no esgoto bruto e no 

efluente do UASB (nas duas primeiras coletas) e um baixo sinal na lagoa 1 (na primeira 

coleta). Para as coletas 3 e 4 só foram detectadas bandas positivas para a amostra 

oriunda do EB, com a ausência de bandas para as lagoas 1 e 3. Estes resultados indicam 

que o sistema UASB-LP pode ter apresentando decaimento de Salmonella 

Typhimurium no decorrer das unidades. No entanto estes resultados contrastam com 

àqueles obtidos para Salmonella spp. apresentados anteriormente, no qual o gênero não 

foi detectado no EB, no entanto, o sorotipo S. Typhimurium foi detectado. Esperar-se-ia 

um comportamento similar entre gênero e espécie/sorotipo, o que, porém não ocorreu.  

O limite de detecção dos primers utilizados para investigação de S. Typhimurium, 

conforme relatado por Bej et al. (1994) é 102 células/mL. Desta forma, pode-se 

considerar que no efluente das lagoas, S. Typhimurium estava presente em quantidade 

menor ou igual a 102 cel/mL e possivelmente este seja um dos fatores pelo qual não foi 

detectada nas lagoas.  

5.1.2.3 Shigella spp. e Shigella dysenteriae 

Para Shigella spp. foram obtidos resultados positivos da PCR (fragmentos com 610 pb) 

para os efluentes do reator UASB e da lagoa 1, na primeira coleta. Para as demais 

amostras e nas coletas 2, 3 e 4, os resultados da PCR foram negativos. De acordo com 

Wang et al. (1997), a detecção para Shigella spp. com o par de primers utilizado (Shi-1 

e Shi-2) pode apresentar baixa sensibilidade (5x104 células), ou seja, são necessárias 

aproximadamente 5 x 104 células de Shigella em 1 mL para que o resultado da PCR seja 

positivo.  
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Com base nisso, pode-se supor que nas amostras em que Shigella mostrou-se negativa, a 

concentração deste gênero era menor que 104 cel/mL. Assumindo-se que a concentração 

de bactérias do gênero Shigella esteja abaixo do limite de detecção, a utilização de 

primers mais sensíveis para se monitorar o gênero Shigella em lagoas de polimento 

pode ser recomendável. No entanto, ressalta-se mais uma vez, que assim como para E. 

coli, as amostras de esgotos podem  conter contaminates que inibem a reação da PCR, 

fazendo com que o resultado se mostre negativo, ainda que se utilize primers mais 

sensíveis. 

A detecção de Shigella dysenteriae com o primer específico mostrou resultado similar 

ao verificado para o gênero, no qual não foi obtida amplificação para as amostras 

originárias das lagoas 2 e 3 na primeira coleta e negativo para todas as amostras a partir 

da segunda coleta.  

Para S. dysenteriae a amplificação só foi positiva para o EB e efluente do reator UASB 

na primeira coleta, ainda que o resultado para o gênero Shigella spp. tenha sido negativo 

no esgoto bruto, semelhante ao que ocorreu para Salmonella spp. Uma hipótese para 

este fato pode estar relacionada à maior sensibilidade dos primers para S. dysenteriae do 

que para Shigella spp. e novamente pela maior existência de contaminantes no esgoto 

bruto. Mesmo com a hipótese de que o primer para S. dysenterie seja mais sensível do 

que o de Shigella spp., não se verificou reações positivas para S. dysenteriae nas lagoas 

em nenhuma das coletas.  

5.1.2.4 Enterococcus spp. 

No monitoramento de Enterococcus o par de primers utilizado foi para o gene tuf. Este 

gene é responsável pela codificação de uma proteína envolvida na formação de cadeias 

peptídicas durante a síntese protéica (KE et al.,1999) e pode ser detectado na maioria 

das espécies de enterococos com alta sensibilidade de detecção e boa especificidade 

(KE et al., 1999; HORÁKOVÁ et al., 2008). As reações da PCR com os primers para 

Enterococcus spp. apresentados nas Tabelas 5.1 e 5.4 indicam resultados positivos em 

58,3% das amostras e reações positivas nas amostras do esgoto bruto e do reator UASB, 

na primeira coleta, resultados negativos em todas as amostras da segunda coleta e 

positivo no EB, L1 e L3 da terceira e quarta coletas. 



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

78 

Foram verificados na literatura vários trabalhos que mostram a presença de 

Enterococcus spp. em esgotos brutos da ordem de 103 a 106 cel/100mL (LEE et al., 

2006; PAYMENT et al., 2001; CEBALLOS, 2000; MADERA et al., 2002; ARRIDGE 

et al., 1995). Já em esgoto tratado, na maioria dos trabalhos que utilizaram lagoas em 

série, os efluentes apresentaram elevada eficiência de remoção (> 99%), sendo o 

número de células da ordem de 300 org/100mL (CEBALLOS, 2000) a 9,4 x 103 

UFC/100mL (MADERA et al., 2002). Lee et al. (2006) e Shannon et al. (2007) 

observaram remoção da ordem de 3,2 unidades logarítmicas desde o esgoto bruto até o 

efluente final para Enterococcus spp., utilizando-se a PCR e a PCR em tempo real. 

Para os resultados da presente pesquisa, a ausência de amplificação para as amostras das 

lagoas 1, 2, 3 na coleta 1 pode sugerir que possivelmente o sistema apresentou uma boa 

eficiência em promover o decaimento de Enterococcus spp., em níveis abaixo do limite 

de detecção da técnica da PCR, ou seja, é possível que Enterococcus spp., tenha sido 

removido para limites inferiores a 103 cel/100mL à época da coleta. Outro fator que 

pode ser aventado é quanto à concentração de oxigênio dissolvido, especificamente no 

dia da coleta.  

Verificou-se uma elevada concentração de oxigênio dissolvido (aproximadamente 17,6 

mg/L) na lagoa 1, na primeira coleta (25/04/2007) (Tabela 5.10). Essa elevada 

concentração de oxigênio dissolvido também pode ter contribuído para o decaimento do 

gênero Enterococcus devido à sensibilidade apresentada por algumas espécies 

anaeróbias facultativas a altos teores de oxigênio dissolvido (CURTIS, 2003). Todavia, 

tal nível de eficiência não permaneceu nas coletas 3 e 4, cuja concentração de O.D 

estava em torno de 3,2 mg/L uma vez que os resultados da reação de PCR para o gênero 

Enterococcus foram positivos nestas coletas. Assim, não se pode atribuir as variações 

na concentração de O.D como o único fator a regular o desempenho das lagoas em 

promover o decaimento bacteriano. 

Este resultado pode indicar que para as amostras das coletas 3 e 4, a eficiência do 

sistema em promover o decaimento de Enterococcus spp. diminuiu, confirmando o fato 

de que algumas espécies do gênero Enterococcus podem não tolerar altas concentrações 

de O2, enquanto que podem sobreviver por longos períodos em ambientes naturais, sob 
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a exposição direta de luz solar (BALE et al., 1993) e em elevadas concentrações de pH 

(acima de 9,0) (CURTIS, 2003). 

Já para a coleta 2 não se pode fazer nenhuma suposição sobre a ocorrência de 

decaimento, uma vez que nesta coleta, a maioria das bactérias investigadas não 

apresentou reações de PCR positivas. 

5.1.2.5 Helicobacter pylori  

H. pylori não foi detectada em nenhum dos pontos avaliados, nas quatro coletas, mesmo 

após as mudanças que levariam a uma otimização da reação de PCR (alterações da 

temperatura de anelamento, diluição 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 EpF10 para o gene DNAr16S para o domínio Bacteria, e o uso dos 

amplicons para uma nova reação de PCR com os primers de uma região do gene 

DNAr16S, específico de H. pylori para as amostras da primeira e segunda coletas. 

Porém, os resultados da segunda amplificação também foram negativos. 

Alguns pesquisadores que investigaram a presença de H. pylori em amostras de esgoto 

bruto e tratado utilizando-se de técnicas moleculares (PCR e PCR-RT) também não a 

detectaram em suas amostras (LEE et al., 2006; SHANNON et al., 2007; JANZON et 

al., 2009). Ao contrário, Lu et al. (2002) identificaram H. pylori em amostras de esgotos 

não tratados, coletadas em um canal de esgoto a “céu aberto” no México. 

Importantes observações sobre a detecção de H. pylori em diversas amostras de água, 

incluindo água potável, água residuária, biofilmes oriundos de água doce, água de lagos 

e de rios, foram feitas no trabalho de pesquisa conduzido por Janzon et al. (2009). Os 

autores fizeram um extenso levantamento de possíveis fatores que poderiam ocasionar 

falhas na tentativa de se detectar o DNA de Helicobacter pylori nas amostras 

especificadas, em Dhaka/Bangladesh – região 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 não 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 
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método de coleta da amostra, a sensibilidade da reação, a especificidade dos ensaios 

com cultura pura e a possível degradação do DNA template. Os autores também 

sugeriram que a ausência de resultados positivos pudesse estar associada à presença de 

inibidores da PCR. No entanto, os pesquisadores fizeram ensaios testes em que 

verificaram que uma diluição do DNA de 10 vezes restringia os inibidores da PCR em 

aproximadamente 90%. Mesmo após controlar todos estes fatores de interferência, ainda 

assim não foram verificados resultados positivos e confirmou-se a veracidade do 

resultado negativo.  

Algumas de suas observações estão em consonância 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 diluição do DNA, a fim de 

minimizar inibidores da reação de PCR, “Nested PCR”, PCR com gradiente de 

temperatura e cultura pura, aumento e diminuição 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 transmissão predominante 

na área estudada (Bangladesh) não seria por meio de veiculação hídrica, mas ainda 

assim eles consideram que esta via de transmissão não pode ser refutada em outras 

regiões em que haja endemicidade de H. pylori. Elitsur e Yahav (2005) mencionam que, 

a partir de 2004, vários trabalhos restabeleceram a rota feco-oral como um modo efetivo 

de transmissão desta espécie.  

Aqui também se aventa a possibilidade de que os esgotos, brutos e tratados, ainda não 

sejam rotas expressivas de veiculação da espécie bacteriana na região estudada. Assim, 

pode-se considerar a não detecção desta bactéria no presente trabalho, principalmente 

pela possibilidade de que a rota feco-oral ainda não esteja bem estabelecida na 

transmissão da doença na região estudada. Isto não quer dizer que H. pylori não esteja 

presente no esgoto de Belo Horizonte, mas que talvez esteja presente em concentração 

tão baixa que não pôde ser detectada pela PCR. 

5.1.2.6 Staphylococcus aureus 

Assim como para H. pylori, os resultados também foram negativos para todas as 

tentativas de detecção de Staphylococcus aureus em todas as amostras investigadas. 
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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 quantificação de 

bactérias patogênicas, nos quais Staphylococcus aureus não foi detectada em nenhuma 

das amostras de esgoto (bruto ou tratado) investigadas. 

Ampofo e Clerk (2003) reportaram que, dentre 25 gêneros de bactérias patogênicas 

investigadas em um sistema de tratamento de esgoto, composto por 4 lagoas de 

maturação em série, utilizando-se técnicas de cultivo, o gênero Staphylococcus foi 

detectado em menos de 1% das amostras.  

Ahtiainen et al. (1991), também investigaram a presença do gênero Staphylococcus spp. 

em águas poluídas, no sul da Finlândia, incluindo na avaliação, 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 presença de 

Staphylococcus aureus foi identificada em 18% das amostras de águas pristinas 

investigadas. Nas amostras de esgoto tratado, a espécie mais comum foi Staphylococcus 

cohnii, que é patogênica oportunista. D’Azevedo et al. (2008) relataram um caso de S. 

cohnii, ocorrido no estado de São Paulo/Brasil, cujo paciente, foi a óbito no 25º dia de 

internação. 

Considerando-se que o gene nuc (que codifica a enzima nuclease extracelular 

termoestável de S. aureus) é um bom marcador para investigação deste organismo 

(BURTSCHER e WUERTZ, 2003; MARTINEAU et al., 1998; WANG et al., 1997), a 

ausência de resultados positivos para S. aureus é aceitável. É possível que outras 

espécies do gênero Staphylococcus, que sejam oportunistas quando se instalam em 

hospedeiros humanos imunosuprimidos, possam estar presentes nos esgotos em 

concentrações mais elevadas que Staphylococcus aureus.  

Considerando-se que em ambientes muito competitivos Staphylococcus spp. não são 

boas competidoras (TORTORA et al., 2005) e que sua presença em amostras de esgotos 

brutos e tratados possa ser detectada quando haja algum aumento de infecções 

nosocomiais de origem estafilocócica, os resultados negativos verificados nesta 

pesquisa são razoáveis. Outro fato relevante é que a toxina liberada por esta espécie, que 

é o grande problema atribuído a elas, está basicamente restrita aos alimentos, sendo 

raramente detectada nas fezes, uma vez que esta espécie é detectada principalmente em 
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infecções da pele e da garganta. Porém como tem importante papel em infecções 

nosocomiais, pode ser detectada, eventualmente, em amostras de esgotos que recebam 

resíduos de unidades hospitalares sem tratamento prévio.  

5.1.2.7 Campylobacter jejuni 

Os resultados apresentados na Tabela 5.1 e 5.5 mostram reações positivas para C. jejuni 

em 66,73% das amostras. Foram visualizadas bandas no gel de agarose, ainda que 

fracas, para o EB, L1 e L3 na primeira e terceira coletas, e reação positiva na segunda e 

quarta coleta, somente para a L3. 

Estes resultados permitem considerar que a presença de Campylobacter jejuni em 

amostras de esgoto bruto e tratado pode requerer mais atenção do que a que tem sido 

dada até o momento. A presença desta espécie em amostras de esgoto pode ter uma 

importância expressiva em saneamento ambiental, uma vez que foi a segunda espécie 

mais detectada no presente trabalho, sendo superada somente pela bactéria indicadora 

de poluição fecal E. coli.  

Conforme observado nas Tabelas 3.3 e 3.4 foram relatados poucos trabalhos em que 

Campylobacter spp. foi investigada em amostras de esgotos brutos e tratados. É 

possível que devido ao fato de que Campylobacter spp. exija meios e condições 

especiais de crescimento, sua investigação em amostras ambientais, como é o caso dos 

esgotos, não seja feita com frequência. No entanto, com o advento das técnicas 

moleculares, sobretudo a PCR, o gênero tem sido pesquisado em diversos tipos de 

amostras, a exemplo de alimentos, de fezes, amostras ambientais, amostras obtidas de 

animais abortados e outras (VARGAS et al., 2005; RINTTILÄ et al., 2004; MORENO 

et al., 2001; NG et al., 1997; TOSIN e MACHADO, 1995; GIESENDORF et al., 1992). 

A presença de Campylobacter spp. tem sido relatada com frequência em alimentos, 

sobretudo aqueles provenientes de aves, ovinos, bovinos e outros animais que 

constituem importantes reservatórios desta espécie (PINHEIRO, 2008; OLIVEIRA, 

2006a; MAGISTRADO et al., 2001; MORENO et al., 2001; WANG et al., 1999). 

Diversos fatores que propiciam a presença do gênero Campylobacter em amostras 

ambientais têm sido verificados na literatura.  
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Uma importante verificação na literatura sobre a presença de Campylobacter spp. é 

proveniente do trabalho de St- Pierre et al. (2009). Os autores avaliaram a presença do 

gênero Campylobacter em amostras oriundas de água bruta de regiões de 

Québec/Canadá e verificaram que, das 53 amostras pesquisadas em uma determinada 

localidade, 5 amostras ou 10% estavam positivas para Campylobacter jejuni, ao passo 

que somente 2 das amostras se mostraram positivas para Coliformes termotolerantes. Os 

pesquisadores concluem o trabalho sugerindo que no monitoramento de amostras de 

água bruta usar unicamente os indicadores de contaminação fecal não seria suficiente 

para avaliar a carga de Campylobacter spp., fato, este, também verificado no presente 

trabalho para amostras de esgotos.  

No presente estudo, todas as coletas avaliadas mostraram resultados da PCR positivos, 

em no mínimo uma das amostras para o gênero Campylobacter. Na segunda e quarta 

coletas somente a L3 apresentou resultado da PCR postivo.  

Stelzer e Jacob (1991) fizeram a avaliação da presença de Campylobacter spp. em 

amostras de esgoto bruto e tratado pelo sistema de lodo ativado e lagoas de oxidação, 

além da avaliação da presença da bactéria em amostras de lodo de esgoto, utilizando 

técnicas de cultivo. Os autores encontraram valores de 103 cel/100mL no esgoto bruto, 

58 cel/100mL na amostra do tanque de aeração, ausência de Campylobacter spp. nas 

lagoas e 2,4 x106 cel/mL no lodo digerido (idade do lodo > 90 dias).  

Os pesquisadores avaliaram, ainda, amostras de água proveniente de um rio 

moderadamente poluído e verificaram a presença da bactéria em 82,1% das amostras 

pesquisadas e concluíram que o conteúdo de Campylobacter spp. em águas superficiais 

mostrou uma forte associação com a presença de chuvas, com a temperatura da água e 

com a presença de aves aquáticas. 

Uma ocorrência que talvez possa explicar a presença de Campylobacter jejuni nas 

amostras de esgoto do presente trabalho, seria a possibilidade de o afluente receber uma 

carga de resíduos proveniente do abatimento de frangos (abatimentos clandestinos ou 

caseiros). Conforme verificado por Oliveira (2006a), os criadouros de frangos podem 

apresentar positividade de Campylobacter spp. em vários estágios da criação e nos mais 

diversos ambientes das áreas de criação, tanto nas fases iniciais quanto na fase do abate 

das aves. Tal fato, no entanto, não pôde ser comprovado na presente pesquisa, uma vez 
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que, não se investigou qual seria a carga de resíduos proveniente do abate clandestino 

de aves que alcançam os esgotos da ETE Arrudas. Além disso, ainda que este fato 

ocorra, acredita-se que esta influência seja pequena. 

Um outro fator observado com frequência quase diária na ETE em estudo, também 

levantado para o gênero Salmonella, e que poderia estar associado a ocorrência de 

Campylobacter jejuni, sobretudo nas amostras das lagoas, é a presença de garças que 

constantemente, voam e pousam no entorno e nas laterais das lagoas, em busca de 

alimento, deixando as lagoas mais vulneráveis a fatores externos principalmente a L3, 

que é a mais rasa. A hipótese levantada é que essas aves poderiam introduzir na lagoa, 

células de C. jejuni por meio dos seus dejetos, já que as aves são importantes 

hospedeiros dessa espécie. Tal fato, no entanto é exposto com bastante cautela, pois 

ainda que isso seja possível, acredita-se que a carga seria baixa e não interferiria tão 

incisivamente nos resultados. 

Associado a estes fatores deve se considerar a carga de bactérias que realmente é 

despejada no esgoto, sobretudo por uma população assintomática (TOSIN e 

MACHADO, 1995) e que se constitui um reservatório do microrganismo, hipótese mais 

provável. Outro fator que pode ser um indicativo da presença da bactéria em 

quantidades maiores do que aquelas que têm sido relatadas é o fato de que em amostras 

de águas ambientais, Campylobacter spp. pode se associar a espécies de protozoários 

(SNELLING et al., 2005) e com isso não ser detectada quando se encontra internalizada 

em protozoários, sobretudo se a metodologia utilizada for por meio de cultivo, além de 

sedimentarem com os protozoários no lodo da lagoa. 

De fato, a presença de Campylobacter jejuni nas amostras avaliadas e os resultados 

quantitativos (apresentados no item 5.2.2) mostram a importância de se avaliar esta 

espécie nas amostras de esgotos brutos e tratados, uma vez que o lançamento destes 

efluentes nos corpos de água, ou ainda o seu reúso em fertirrigação, principalmente por 

aspersão, pode se tornar um fator preocupante para a saúde humana e dos animais, 

principalmente pelo fato desta espécie apresentar baixa dose infectante 

5.1.2.8 Yersinia enterocolitica 

Não houve resultado positivo de PCR para a detecção da espécie Y. enterocolitica 

quando se usou o par de primer Y.e.eur.16S-86f/ Y.e.eur.16S-455r, já que o resultado da 



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

85 

PCR gradiente foi negativo, mesmo após a realização de vários testes com cultura pura 

sem sucesso. 

Com base neste resultado optou-se pela aquisição de um novo par de primers YE-1/YE-

2 descrito na Tabela 4.6. Após os testes com a cultura pura por meio da PCR gradiente 

verificou-se que a melhor temperatura de anelamento foi de 57,3 ºC. No entanto, para 

todas as amostras investigadas e em todas as coletas, não se verificou a presença de 

bandas de Y. enterocolitica, indicando ausência desta no esgoto e nas unidades de 

tratamento. 

No trabalho desenvolvido por Ampofo e Clerk (2003), os autores relatam que dentre as 

bactérias patogênicas investigadas no sistema avaliado, composto por 4 lagoas de 

maturação em série, utilizando-se técnica de cultivo, o gênero Yersinia foi uma das que 

foram detectadas em menor quantidade, representando menos de 0,5% das bactérias 

patogênicas. 

Ainda que Yersinia enterocolitica ocorra ao redor do mundo, e tenha sido detectada no 

Brasil por volta de 1969, principalmente em amostras de alimentos contaminados, nas 

regiões brasileiras a infecção por Yersinia enterocolitica não é relatada com a mesma 

frequência que em outros países (FALCÃO e FALCÃO, 2006). É possível que esta 

bactéria patogênica esteja em concentrações muito baixas nos esgotos brutos e tratados 

das ETEs brasileiras, uma vez que a sua ocorrência é mais detectada em países de clima 

temperado (CARNIEL et al., 2006). Considerando o fato de que o Brasil é um país com 

temperaturas elevadas na maior parte do ano, com a ocorrência de alta incidência de luz 

solar, a ausência de reações de PCR positivas para Yersinia enterocolitica é bastante 

aceitável. 

5.1.3 Considerações sobre o monitoramento das bactérias investigadas pela PCR 

Na investigação de bactérias patogênicas pela PCR, observam-se como principais 

problemas a ausência, na coleta 2, da maioria das bactérias investigadas e também a 

ausência do gênero Salmonella no EB e sua presença nas lagoas 1 e/ou 3 na primeira, 

terceira e quarta coletas. 

Quanto à coleta 2, a PCR foi positiva apenas para E. coli, Salmonella Typhimurium e 

Campylobacter spp., esta, somente na L3. Algumas hipóteses que podem ter ocasionado 
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a ausência quase total de bactérias na segunda coleta têm sido discutidas. Uma delas 

seria intensos episódios de chuva ocorridos nos dias anteriores à coleta, que culminaram 

com uma alta elevação da lâmina de água, principalmente da lagoa 3, por ser a mais 

rasa. Esse aumento na altura das lagoas pode ter gerado excessiva diluição do efluente, 

o que pode ter ocasionado uma dispersão dos microrganismos ao longo da lagoa e o 

volume coletado não apresentou uma concentração de bactérias em níveis detectáveis, já 

que a coleta do efluente era sempre feita no mesmo ponto da lagoa.  

Os parâmetros físico-químicos como OD e temperatura não puderam ser aferidos neste 

dia, no entanto o valor da DBO estava menor que das semanas anteriores, sugerindo alta 

concentração de OD. Isso pode ter ocasionado uma mudança brusca no ambiente que 

afetou o comportamento das bactérias.  

A hipótese de ter ocorrido algum problema na coleta, na extração do DNA das mesmas 

ou na PCR (problemas com reagentes, por exemplo) não pode ser totalmente descartada. 

Horaková et al. (2008) e outros autores também comentam que o isolamento de DNA 

bacteriano de amostras ambientais é mais difícil de se fazer devido, principalmente, à 

presença de grandes quantidades de substâncias que interferem na amplificação pela 

PCR. Porém, de maneira geral, não se verificou nenhuma eventualidade que justificasse 

a ocorrência de falhas que pudessem ter afetado somente as análises da segunda coleta. 

Quanto às demais coletas (1, 3 e 4), como pode ser verificado na Tabela 5.1, dentre 

todas as bactérias avaliadas pela técnica de PCR, E. coli, Salmonella spp., Enterococcus 

spp. e Campylobacter jejuni foram detectadas em pelo menos uma das lagoas (1, 2, 3) 

investigadas, destacando-se que alguns gêneros, a exemplo de Campylobacter (na 

segunda e quarta coletas) e Salmonella spp. (na primeira, terceira e quarta coletas) 

foram detectados na lagoa 3, mas não o foram nas amostras das unidades precedentes, 

ou seja, L1 e/ou EB. 

Quanto ao fato do gênero Salmonella não ter sido detectado na amostra de EB, em 

nenhuma das quatro coletas e ter sido detectada pela PCR, nas amostras oriundas das 

lagoas de polimento (L1 e/ou L3), este fato não foi completamente elucidado, visto ser 

o esgoto bruto que alimenta o reator UASB e este as lagoas. Algumas hipóteses podem 

ser levantadas na tentativa de compreender a ocorrência deste evento. 
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Uma possibilidade seria o fato de que a amostra da lagoa que é coletada em um 

determinado dia não corresponda à amostra de esgoto bruto daquele mesmo dia, uma 

vez que o TDH é de aproximadamente 11,7 horas no reator UASB, aproximadamente 

4,3 dias nas lagoas 1 e 2, e aproximadamente 1,5 dias na lagoa 3. Ainda que este fato 

seja possível, é questionável a possibilidade de que em quatro coletas realizadas, 

nenhuma delas apresentasse uma concentração de Salmonella spp. que pudesse ser 

detectada por uma técnica tão sensível quanto a PCR. 

Uma segunda hipótese seria a de que a concentração de salmonelas que realmente 

ocorre no EB esteja abaixo do limite de detecção da técnica. Porém para as lagoas existe 

a constatação de que o lodo, ocasionalmente, se desprende do fundo da lagoa e flutua na 

lâmina de água e isto poderia trazer à tona bactérias que porventura estivessem 

próximas à camada de lodo, no entanto não se pode certificar a ocorrência deste fato, 

uma vez que, em nenhum momento amostras do lodo foram investigadas. 

Uma terceira hipótese, plausível, mas também não conclusiva, é relativa à presença de 

animais que circulam nas proximidades das lagoas durante o dia e à noite (garças e 

outros pássaros que sobrevoam as lagoas e ali pousam para buscar alimentos, além de 

outros animais hospedeiros - morcegos e ratos, de hábitos noturnos) que possam 

introduzir, por meio de seus dejetos, uma carga maior de salmonelas somente nas 

lagoas.  

Uma quarta hipótese seria o fato de que no esgoto bruto haja mais inibidores da PCR do 

que nas lagoas, devido à maior quantidade de contaminantes que poderiam interferir na 

detecção de reações positivas para Salmonella spp., diminuindo a sensibilidade dos 

primers utilizados. Wilson (1997) em sua revisão, assim como outros autores já citados, 

listam uma série de fatores que podem interferir na reação da PCR ocasionando falsos 

resultados, demonstrando que desde os tubos de centrífuga utilizados, até a 

contaminação dos reagentes (a Taq polimerase, por exemplo, assim como qualquer 

outro) podem interferir fortemente nos resultados.  

Uma quinta hipótese, possível, mas que ainda que não tem total respaldo da literatura e 

por isso carece de mais investigação, é a possiblidade de que salmonelas possam se 

multiplicar no ambiente. 
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Conforme mencionado por Bastos et al. (2003), em amostras ambientais, o gênero 

Shigella é isolado em números inferiores ao gênero Salmonella, assim como sua 

resistência e sobrevivência também são inferiores, sendo que em amostras oriundas das 

estações de tratamento de efluentes, a ausência do gênero Salmonella deve ser 

acompanhada da ausência de Shigella. Na primeira coleta este fato pode ser verificado, 

uma vez que se observou a ausência de reação positiva para os gêneros Salmonella e 

Shigella no esgoto bruto. No entanto, a espécie S. dysenteriae e o sorotipo S. 

Typhimurium foram detectados no EB, não acompanhando o resultado dos gêneros. 

Avaliando-se as bactérias S. Typhimurium, Shigella spp. e Shigella dysenteriae, estas só 

foram detectadas nos estágios iniciais (EB, UASB e/ou L1, a depender da bactéria e da 

coleta) e não mais se verificou sua presença nos estágios posteriores do tratamento. A 

ausência de reações positivas para estas bactérias nos demais estágios do tratamento 

(lagoas 2 e 3, a depender da coleta) pode ser interpretada pela interação de dois eventos: 

i) a ocorrência de um decaimento expressivo nas unidades do tratamento e ii) pelos 

baixos índices com que tais bactérias ocorreram nos esgotos, particularmente, nas 

amostras e nos períodos estudados.  

Quanto às demais bactérias investigadas (Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus e 

Yersinia enterocolitica) sua presença não foi detectada em nenhuma das amostras 

investigadas em nenhuma das quatro coletas.  

5.2 Objetivo específico 2 - Quantificação por FISH das bactérias 
identificadas a partir da PCR 

Após a etapa de detecção das bactérias, a próxima fase consistiu em se fazer a 

quantificação das bactérias que apresentaram reações de PCR positivas nas amostras do 

EB, L1, L3, uma vez que tais pontos representam a entrada do esgoto, um ponto 

intermediário do tratamento e a saída do efluente final e também, como mencionado 

anteriormente, devido às dificuldades em se monitorar os cinco pontos constituintes do 

sistema completo. Para esta etapa utilizou-se a técnica FISH.  

Na primeira e segunda coleta, ainda que o resultado da PCR fosse positivo no efluente 

do UASB ou na lagoa 2, não seria feita a quantificação. Para as quatro coletas as 

quantificações foram feitas nas amostras do esgoto bruto, da lagoa 1 e da lagoa 3 

conforme o seguinte padrão: se o resultado da PCR nas lagoas fosse positivo e no 
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esgoto bruto fosse negativo, ainda assim a amostra do esgoto bruto seria quantificada. 

Com isso o resultado da PCR nas lagoas é que determinaria quais bactérias seriam 

quantificadas. Isto porque o efluente das lagoas, principalmente da L3, é que representa 

o esgoto tratado que será lançado no corpo de água ou reutilizado. As bactérias que 

atenderam a este padrão foram E. coli, Samonella spp., Enterococcus spp. e 

Campylobacter spp. e portanto foram quantificadas. 

A partir disso, escolheram-se as sondas a serem utilizadas, por meio de literatura 

específica. As sondas efetivamente empregadas na quantificação foram: ECO 1167, Sal-

3, ENC 38 e CAJECO 1427, para E. coli, Salmonella spp., Enterococcus spp. e 

Campylobacter spp., respectivamente. As características de cada sonda e os percentuais 

de formamida utilizados estão listadas na Tabela 4.8. A sonda NON 338 foi utilizada 

como controle negativo para todas as bactérias, e o controle positivo utilizado foi a 

partir de culturas puras das bactérias, listadas na Tabela 4.5 e previamente fixadas. 

5.2.1 Avaliação dos percentuais de formamida aplicados e do sinal de hibridação 

emitido pelas células hibridadas  

Quando se utiliza a técnica FISH para se fazer a quantificação de determinado 

microrganismo em uma amostra que se deseja avaliar, um dos principais fatores a ser 

considerado é o percentual de formamida que é acrescida ao tampão de hibridação, 

aumentando a estringência entre célula e sonda, permitindo uma melhoria na 

especificidade e, consequentemente, na qualidade do sinal emitido pela célula.  

Este reagente pode interferir decisivamente na qualidade da hibridação e na 

quantificação das bactérias, uma vez que, volumes de formamida abaixo ou acima do 

ideal podem ocasionar resultados falso – negativo ou falso-positivo. Isso poderia 

subestimar ou superestimar a contagem e incorrer em resultados errados, ou ainda na 

desqualificação de uma sonda, considerando-a como de qualidade ruim, sendo que na 

realidade, a possível interferência seja devido à falta ou ao excesso de formamida. 

Essa influência do percentual de formamida também foi verificada por Konuma et al. 

(2001), estudando bactérias oxidadoras de amônia, e mostra que, a depender da 

concentração de formamida que é adicionada ao tampão de hibridação, a intensidade do 

sinal pode variar.  
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A temperatura de hibridação também pode estar associada à concentração da formamida 

e interferir na qualidade do sinal de hibridação, no entanto testes associando volume de 

formamida e temperatura de hibridação para a quantificação de E. coli como sugeridos 

por Tang et al. (2005) foram feitos no presente trabalho e verificou-se que variações na 

temperatura pouco interferiram na qualidade do sinal.  

Assim, para todas as sondas utilizadas, vários testes para se encontrar a concentração 

ideal de formamida foram feitos, partindo-se sempre do percentual indicado pelo autor 

de referência da sonda (Tabela 4.8).  

A sonda ENF 191 foi escolhida como primeira opção para se fazer a detecção e 

quantificação de Enterococcus spp. Antes da utilização, propriamente dita, de cada 

sonda, procedia-se a preparação de lâminas testes, com o objetivo de se checar qual a 

melhor concentração de formamida a ser acrescida ao tampão de hibridação e que 

proporcionaria uma boa intensidade do sinal, este verificado pelo brilho que a célula 

emitiria sob luz UV de comprimento de onda específico. Após sucessivos testes com 

percentuais de formamida que variaram de 15 a 40%, percebeu-se que a sonda ENF 191 

estava hibridando somente com um número ínfimo de células da cultura pura (controle 

positivo) nos melhores percentuais de formamida que era entre 20 e 25%.  

A hipótese mais plausível levantada para a ocorrência deste episódio foi o fato da sonda 

ser específica para Enterococcus faecalis e a cultura pura ser de Enterococcus spp. Em 

princípio, ao se fazer a escolha desta sonda, considerou-se que era de boa qualidade, 

uma vez que, como é confirmado pela literatura (MURRAY, 1990), dentre todas as 

espécies de Enterococcus que ocorrem no esgoto, 90% correspondem a Enterococcus 

faecalis. No entanto, como havia uma dúvida quanto ao uso da sonda ENF 191 para a 

quantificação de Enterococcus spp., optou-se pela aquisição de outra sonda (Enc 38).  

5.2.2 Resultados obtidos das quantificações das bactérias hibridadas com as 

respectivas sondas e quantificaçõe de células totais coradas com DAPI. 

A Tabela 5.6 apresenta a estatística descritiva das bactérias hibridadas com as 

respectivas sondas utilizando-se FISH, além do número de células totais coradas com 

DAPI. A Figura 5.1 mostra a variação das quantificações das bactérias nas amostras do 

EB, L1 e L3 em quatro coletas (N=4) e os valores obtidos da quantificação de células 



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

91 

totais coradas com DAPI para o EB e a L3. Quanto à aplicação do teste T de Dixon, de 

um total de 12 reultados (4 coletas em triplicata) obtidos para cada bactéria 

quantificada, somente três valores foram excluídos, sendo 2 para Salmonella spp.(um no 

EB e um na L3) e um para Campylobacter spp. na L1.  

Tabela 5.6 - Estatística descritiva da quantificação das bactérias pela técnica de FISH* 
e resultado da PCR 

Escherichia coli (cel/100mL) (ECO-1167) 
Parâmetro EB PCR L1 PCR L3 PCR 
Média aritmética 2,3E+07 4,8E+06 4,5E+06 
Média geométrica 1,6E+07 3,4E+06 1,7E+06 
Mediana 1,1E+07 5,3E+06 3,9E+06 
Desvio padrão 2,4E+07 3,1E+06 4,8E+06 
CV 1,08 0,64 1,06 
Mínimo 8,3E+06 6,0E+05 1,3E+05 
Máximo 5,9E+07 

Positivo  

8,0E+06 

Positivo  

1,0E+07 

Positivo  

Salmonella spp. (cel/100mL) (Sal-3) 
Parâmetro EB PCR L1 PCR L3 PCR 
Média aritmética 8,6E+06 3,4E+06 5,4E+06 
Média geométrica 3,6E+06 5,5E+05 6,4E+05 
Mediana 6,7E+06 1,9E+06 2,1E+06 
Desvio padrão 9,5E+06 4,6E+06 8,2E+06 
CV 1,10 1,35 1,52 
Mínimo 8,0E+05 4,8E+04 4,8E+04 
Máximo 2,0E+07 

Negativo 
 

9,8E+06 

Positivo  

1,7E+07 

Positivo  

Campylobacter spp. (cel/100mL) (CAJECO 1427) 
Parâmetro EB PCR L1 PCR L3 PCR 
Média aritmética 4,5E+06 6,1E+05 7,3E+05 
Média geométrica 4,4E+06 5,4E+05 6,6E+05 
Mediana 3,9E+06 5,6E+05 6,7E+05 
Desvio padrão 1,4E+06 3,4E+05 3,9E+05 
CV 0,30 0,55 0,53 
Mínimo 3,6E+06 3,0E+05 3,7E+05 
Máximo 6,6E+06 

Positivo  

1,0E+06 

Positivo  

1,2E+06 

Positivo  

Enterococcus spp. (cel/100mL) (Enc-38) 
Parâmetro EB PCR L1 PCR L3 PCR 
Média aritmética 1,6E+06 2,6E+05 1,3E+05 
Média geométrica 1,5E+06 - - 
Mediana 1,4E+06 2,3E+05 4,9E+04 
Desvio padrão 7,5E+05 3,0E+05 1,9E+05 
CV 0,46 1,17 1,49 
Mínimo 9,4E+05 0,0E+00 0,0E+00 
Máximo 2,7E+06 

Positivo  

5,9E+05 

Positivo  

4,0E+05 

Positivo  

       
Células totais (DAPI)* 1,2E+10  -  2,5E+09  
Valores referentes às médias de triplicatas obtidas de cada uma das quatro coletas, tanto para as células 
hibridadas, quanto para células totais. 
*A quantificação de células totais, conforme mencionado anteriormente, foi feita somente para o EB e a 
lagoa 3. 

Percebe-se que no EB, E. coli foi a única espécie que apresentou valor médio da ordem 

de 107/100mL, resultado esperado, uma vez que E. coli apresenta grande contribuição 
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para o esgoto bruto, em termos de bactérias entéricas, da ordem de 109 a 1012 org/hab.d 

(von SPERLING, 2005). De qualquer forma, as concentrações encontradas, das quatro 

bactérias, são elevadas, principalmente os valores de Salmonella spp. verificados na 

lagoa 3.  
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Figura 5.1 – Variação das quantificações das bactérias nas amostras e do valor de 

células totais. 
 

Visualizando-se conjuntamente a Tabela 5.6 e a Figura 5.1, observa-se, que utilizando a 

técnica de FISH, ocorreu o decaimento médio de uma ordem de grandeza para E. coli, 

Enterococcus e Campylobacter desde o EB até a L3, já para Salmonella spp. observa-se 

que não houve variação dos valores em termos de ordem de grandeza, permanecendo da 

ordem de 106células/100mL desde o EB à L3.  

Na amostra do EB os gêneros Salmonella, Campylobacter, e Enterococcus, mantiveram 

valores médios da ordem de 106células/100mL. Nas Lagoas 1 e 3, os valores médios de 

E. coli, e Salmonella spp. situaram-se da ordem de 106células/100mL, seguidos por 

Campylobacter spp. e Enterococcus spp., da ordem de 105células/100mL, com um 

ligeiro aumento para Campylobacter spp. Observa-se que entre as lagoas 1 e 3, ocorreu 

uma diminuição dos valores absolutos, mas não se notou uma diminuição dos valores, 

em termos de ordem de grandeza, para nenhuma das bactérias.  
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Nota-se, ainda, na Tabela 5.6 que a variabilidade dos dados entre as coletas foi menor 

para E. coli na L1, já no EB e na L3 a variabilidade se mostra elevada. Para Salmonella 

spp. ocorreu uma forte variabilidade nas três amostras, para Campylobacter spp. a 

variabilidade foi baixa nas três amostras, enquanto que Enterococcus spp. teve alta 

variabilidade somente nas amostras das lagoas.  

Na Tabela 5.7 são apresentados os percentuais de células hibridadas com as sondas, em 

relação ao número total de células quantificadas nas amostras. Isto é, dentre todos os 

microrganismos presentes na amostra, qual percentual corresponde a cada um dos 

gêneros quantificados. 

Tabela 5.7 – Percentual de células hibridadas com as sondas específicas para cada 
bactéria em relação a células totais coradas com DAPI  

Gênero ou espécie 
% de células hibridadas no EB em 

relação ao número de células 
totais 

% de células hibridadas na L3 em 
relação ao número de células 

totais 
E. coli  0,2 0,02 

Salmonella spp 0,1 0,2 

Campylobacter spp 0,03 0,02 

Enterococcus spp 0,01 0,005 

Obs.: os valores das células totais são referentes às médias obtidas de triplicatas em cada coleta conforme 
valores apresentados na Tabela 5.6 

Analisando-se a Tabela 5.7 os valores de células hibridadas com as respectivas sondas 

só podem ser considerados baixos quando se avalia a totalidade da amostra. Ou seja, em 

relação a todos os microrganismos presentes nas amostras, as quatro bactérias 

quantificadas, à primeira vista, são pouco representativas. Observa-se que no EB 

Salmonella spp representa 0,1% do número total de células, enquanto que na lagoa 3 o 

percentual de ocorrência de Salmonella spp. foi de 0,2%. Com isso algumas das 

hipóteses levantadas no item 5.1.2, sobre o resultado negativo para Salmonella spp.no 

EB e positivo na lagoa 3 podem ser reforçadas, principalmente a hipótese de que 

Salmonella possa se multiplicar nas lagoas ou devido a contaminação externa por 

dejetos de animais.  

Apesar da quantidade de células totais coradas com DAPI mostrar que houve um 

decréscimo na quantidade de células na lagoa 3, a porcentagem relativa de Salmonella 

nesta amostra foi maior que a determinada para o esgoto bruto, sugerindo que este 

gênero possa ser mais adaptado às condições ambientais presentes na lagoa de 
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polimento. Conforme mencionado pela profª. M. H. Matté (em comunicação pessoal), 

bactérias do gênero Salmonella apresentam baixa competitividade com os demais 

microrganismos entéricos presentes no esgoto bruto, e dependendo das condições 

ambientais a que são expostas, eventualmente podem se multiplicar no meio ambiente, 

o que poderia explicar o resultado obtido.  

Apesar da baixa abundância relativa das bactérias investigadas, há que se ponderar que 

dentre outros elementos, a ocorrência de microrganismos patogênicos nos esgotos 

brutos e tratados constitui um importante fator de risco, sobretudo porque esses 

organismos podem atingir o organismo de humanos e animais, compremetendo-lhes à 

saúde.  

A avaliação estatística, utilizando-se o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, 

considerando a quantificação das quatro bactérias (conforme descrito no item 1 da 

Figura 4.7) foi realizada. A aplicação do teste consistiu em se verificar a existência de 

diferenças significativas entre o número de bactérias quantificado nas amostras 

investigadas. A hipótese H0 adotada foi de que não havia diferenças estatísticas 

significativas de quantificações entre as quatro bactérias, nas amostras investigadas. 

Assim, se pcalc fosse maior que 0,05 não se rejeitaria H0, ao contrário se pcalc fosse menor 

que 0,05 rejeitar-se-ia H0. Para os grupos de dados no qual se rejeitou H0, o significado 

era de que, no mínimo, um deles apresentava diferença estatisticamente significativa em 

relação aos demais conjuntos analisados, a um nível de significância de 5%. Em 

seguida, a fim de se avaliar quais conjuntos eram diferentes entre si, utilizou-se o teste 

de Comparações Múltiplas (software STATISTICA 6.1 - Statsoft, Inc., 2003). 

Os resultados estão apresentados na Tabela 5.8, e mostram que, no EB houve diferença 

estatística significativa de quantificação entre E. coli e Enterococcus spp. Já na lagoa 3 

ocorreram diferenças estatísticas significativas, de quantificação, entre Enterococcus 

spp. e E. coli, Enterococcus spp. e Salmonella spp., e também entre, Enterococcus spp. 

e Campylobacter spp. Conforme pode ser observado na Tabela 5.6 a quantificação de 

Enterococcus spp. nas lagoas, apresentou valor mínimo igual a zero. 
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Tabela 5.8 – Diferenças significativas entre as quantificações das quatro bactérias 
detectadas para o Teste de Kruskal-Wallis e Comparações Múltiplas (α= 5% de 

significância) 
Estatística EB L1 L3 

Pcalc. 0,0000 0,0005 0,0010 

Existem diferenças entre bactérias? sim Sim sim 

Ent x Eco. Entre quais bactérias ocorreu a 

diferença estatística? 
Eco x Ent. Eco x Ent. 

Ent x Sal e Ent. x 
Camp 

Eco= E. coli Ent= Enterococcus spp. Legenda: Teste de Kruskal-Wallis 
com comparações múltiplas.  Sal= Salmonella spp. Camp= Campylobacter spp. 

 
A Figura 5.2 mostra os resultados das quantificações das quatro bactérias, por FISH, 

considerando as quatro coletas. Os resultados da avaliação estatística, utilizando-se o 

teste de Kruskall-Wallis, considerando as quatro coletas nos três pontos de 

monitoramento (EB, L1 e L3 - conforme descrito no item 2 da Figura 4.7) também 

foram feitos e estão apresentados na Tabela 5.9. A aplicação do teste consistiu em se 

verificar a existência de diferenças significativas das bactérias, entre as quatro coletas. 

A hipótese H0 adotada foi de que, não havia diferença estatisticamente significativa nas 

quantificações de E. coli, Salmonella spp., Enterococcus spp., e Campylobacter spp. 

entre as quatro coletas, em cada uma das amostras (EB, L1 e L3). Assim, se pcalc >0,05 

não se rejeitaria H0, ao contrário se pcalc <0,05 rejeitar-se-ia H0. Em seguida, a fim de se 

avaliar quais conjuntos eram diferentes entre si, também se utilizou o teste de 

Comparações Múltiplas como descrito anteriormente.  

Tabela 5.9 – Diferenças significativas, detectadas pelo Teste de Kruskal-Wallis 
(α= 5%), entre as quatro coletas e os pontos de amostragem, considerando a 

quantificação das bactérias 

Bactéria Observações EB L1 L3 
Pcalc. 0,0221 0,0752 0,0153 
Existe diferença significativa 
entre coletas? 

sim não sim E. coli 

Entre quais coletas? 2 e 3  2 e 4 
Pcalc. 0,0341 0,0220 0,0220 
Existe diferença significativa 
entre coletas? 

sim sim sim Salmonella spp. 

Entre quais coletas? ND 2 e 3 2 e 3 
Pcalc. 0,0886 0,0349 0,0227 
Existe diferença significativa 
entre coletas? 

não sim sim Campylobacter spp. 

Entre quais coletas?  2 e 4 1 e 3 
Pcalc. 0,1118 0,0219 0,0147 
Existe diferença significativa 
entre coletas? 

não sim sim Enterococcus spp. 

Entre quais coletas? - ND 1 e 2 

Obs: ND - não foi possível determinar 
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Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4  
Figura 5.2 - Quantificação de bactérias patogênicas por FISH, considerando as quatro coletas 

efetuadas nos três pontos de monitoramento. 
 

Fazendo-se uma avaliação conjunta da Tabela 5.9 e da Figura 5.2, nota-se que nas 

quatro coletas do EB, E. coli mostrou valor mais elevado na coleta 3, porém diferenças 

significativas foram observadas apenas entre as coletas 2 e 3. Na L1, a coleta 1 foi a que 

apresentou maior valor, no entanto não se verificou a existência de diferença estatística 

significativa entre as quatro coletas. Na L3 o maior valor de quantificação foi observado 

na coleta 2, sendo verificada uma diferença significativa apenas entre as coletas 2 e 4. 

Para Salmonella spp., observando-se a Figura 5.2, para as três amostras (EB, L1 e L3) 

maiores valores foram detectados na coleta 2, entretanto, pelo teste das Comparações 

Múltiplas não foi possível definir entre quais coletas ocorreram diferenças 

estatisticamente significativas no EB. Já para a L1 e a L3 diferenças significativas foram 

notadas entre as coletas 2 e 3.  
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Quanto a Campylobacter spp. no EB, a coleta 4 apresentou o maior valor dentre as 

quatro, entretanto diferenças significativas não foram observadas entre coletas. Na L1 a 

coleta 2 teve o maior valor dentre as quatro e encontrou-se diferença significativa entre 

as coletas 2 e 4. Já para a L3 a coleta 1 foi a que teve maior valor quantitativo e 

diferença significativa foi encontrada entre as coletas 1 e 3.  

Para Enterococcus spp. o maior valor no EB foi verificado na coleta 1, mas não se 

observou diferenças significativas entre as quatro coletas. Na L1 o maior valor foi 

verificado na coleta 4, mas não foi possível definir entre quais coletas houve diferenças 

estatísticas significativas. Para a L3 a coleta 2 foi a de maior valor quantitativo para o 

gênero e diferença significativa foi observada entre as coletas 1 e 2. 

Seguindo o fluxograma da Figura 4.7 (item 3) também se verificou a existência de 

diferença estatisticamente significativa entre as quantificações, efetuadas nos pontos de 

amostragem (EB, L1 e L3) para cada bactéria. A hipótese H0 adotada era de que não 

existia diferença estatisticamente significativa das bactérias entre amostras (EB L1, L3), 

o teste de Comparações Múltiplas, a fim de se avaliar quais conjuntos eram diferentes 

entre si, também foi aplicado, como descrito anteriomente. Os resultados são 

apresentados na Tabela 5.10. 

Tabela 5.10 – Diferenças significativas entre as quantificações das bactérias nos 
quatro pontos de monitormento, detectadas a partir do teste de Kruskal-Wallis e 

Comparações múltiplas (α=5%). 

Estatística E. coli Salmonella 
spp. 

Campylobacter 
spp. 

Enterococcus 
spp. 

Pcalc. 0,0002 0,1864 0,0000 0,0000 

Entre quais amostras 
ocorreu a diferença 
estatística? 

L1 e L3 - L1 e L3 L1 e L3 

 

Observa-se que somente Salmonella spp. não apresentou diferenças significativas entre 

amostras, ou seja, do EB até a L3, os valores não alteraram em termos de ordem de 

grandeza, confirmando-se estatisticamente os valores apresentados na Tabela 5.6. Para 

as demais bactérias foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre 

quantificações, sobretudo nas lagoas 1 e 3, indicando que houve decaimento. 
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Vários trabalhos têm sido publicados em relação à presença de E. coli em esgotos brutos 

e tratados, uma vez que esta espécie é utilizada como indicadora de microrganismos 

patogênicos (Tabelas 3.3 e 3.4). A quase totalidade dos trabalhos listados mostra um 

expressivo decaimento de E. coli, desde o EB até a última lagoa da série, sobretudo 

quando se utiliza lagoas de maturação ou polimento em uma das etapas do tratamento, 

sendo que também, a maioria dos trabalhos listados utilizaram metodologias que 

empregam meios de cultura (Colilert®, tubos múltiplos, cultura em placa ou outro), 

cujos resultados são expressos em termos de NMP ou UFC (Tabela 3.5). 

Regnault et al. (2000) utilizaram FISH para avaliar a presença de E. coli em diversas 

amostras, com o objetivo principal de verificar a qualidade da sonda Colinsitu, 

construída pelos próprios pesquisadores. Um método de revivificação, que promove o 

alongamento da célula (sem divisão celular), tornando-a mais robusta, também foi 

testado. Em amostras de urina, obtidas de pacientes, os autores encontraram valores que 

variaram de 2,8 108 a 3,0 105UFC/mL. Já para amostras ambientais (água do Rio 

Sena/França e amostras de esgotos obtidas de ETEs da França) os autores mencionaram 

que as células deveriam apresentar boas condições fisiológicas para serem detectáveis. 

Além disso, a pesquisa de E. coli nas amostras de esgoto bruto e tratado mostrou-se 

difícil (os números foram bastante baixos), segundo os autores, devido a uma privação 

de células e pelo fato de que quase sempre elas são muito diminutas, contêm baixa 

quantidade de ribossomos e, consequentemente, de RNAr 16S, mostrando que a etapa 

de revivificação das células nestas amostras foi essencial. 

Como relatado anteriormente, a técnica de FISH vem sendo utilizada na investigação de 

bactérias patogênicas em diversos tipos de amostra, no entanto o que se observa é que a 

técnica ainda é pouco utilizada para quantificar bactérias patogênicas em amostras 

ambientais, sobretudo àquelas oriundas de ETE. 

Poulsen et al. (1994) investigaram E. coli utilizando FISH em amostras de intestino 

grosso de camundongos, com objetivo principal de testar a qualidade da sonda Ec 1531 

para o gene RNAr 23S. Os autores confirmaram a boa qualidade da sonda, mas não 

mostraram o resultado quantitativo de E. coli.  

Tang et al. (2005) utilizaram E. coli, inoculada em água do mar, como modelo de 

microrganismo, para otimizar um protocolo de FISH (de maneira geral os protocolos 
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são relativamente semelhantes em várias publicações, com variações nas concentrações 

dos reagentes e no tempo de hibridação). O objetivo principal da pesquisa com FISH e 

E. coli, era testar baixos tempos de hibridação (aproximadamente trinta minutos), 

associado à elevação da temperatura e não a quantificação da bactéria na amostra. Os 

autores relataram que o protocolo avaliado mostrou-se tão bom quanto os protocolos 

convencionais em que são requeridas até duas horas para a hibiridação das células. 

Fuchs et al. (1998) e Fuchs et al. (2001) fizeram um extenso trabalho de avaliação da 

qualidade de várias sondas para FISH e da intensidade do sinal de hibridação, utilizando 

E. coli como modelo. Estes dois trabalhos são muito importantes porque mostram em 

quais regiões dos genes alvos RNAr, 16S e 23S, ocorre melhor “anelamento” da sonda e 

melhor intensidade do sinal em função da sequência da sonda e da estrutura secundária 

do RNAr. Os autores verificaram que não foram encontradas diferenças de hibridação 

entre os genes 16S ou 23S, e não foram apresentados resultados quantitativos.  

Stender et al. (2001) identificaram e quantificaram E. coli em amostras de água de 

abastecimento utilizando uma técnica molecular de hibridação In Situ (PNA-CISH-

peptide nucleic acid – Chemiluminescent In Situ Hibridization) semelhante ao FISH, 

mas com características diferentes, impossibilitando a comparação. 

Neef et al. (1995), que utilizaram a sonda ECO 1167, também utilizada no presente 

trabalho, avaliaram a presença de E. coli em uma mistura de bioaerossóis, encontrando 

valores de E. coli que variavam entre, menor que 1 até 109 cel/m3 de ar. 

Joachimsthal et al. (2003) avaliaram a especificidade de uma sonda utilizada para a 

técnica FISH por citometria de fluxo para verificar a ocorrência de resultado falso-

positivo, utilizando uma cultura pura (ATCC 53323) de E. coli como modelo e 

verificaram que a especificidade da sonda avaliada situou-se entre 47-70%, mas também 

não apresentaram valores de quantificação de E. coli. 

O que se percebe é que empregando a técnica de FISH, Escherichia coli tem sido 

utilizada mais para testar a qualidade de alguma sonda, ou para otimização de 

protocolos, do que para se quantificar, realmente, sua presença em amostras ambientais.   
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Quanto ao gênero Salmonella, Pant e Mittal (2007) investigaram este gênero em um 

sistema UASB-LP, porém utilizaram método de cultivo, e constataram a presença de 

Salmonella spp. da ordem de 102 NMP/100 mL no esgoto bruto. Houve a remoção de 

uma unidade log após o reator UASB (da ordem de 101 NMP/100 mL) e após a lagoa, 

retornou para a ordem de 102 NMP/100 mL. Ou seja, a bactéria decaiu entre o esgoto 

bruto e o UASB, e, no entanto aumentou em uma ordem de grandeza no efluente da 

lagoa, permanecendo com um valor no efluente final semelhante ao EB, não 

confirmando um decaimento bacteriano. 

Langeland (1982) investigou a presença de Salmonella spp.e outros microrganismos em 

amostras de esgoto obtidas de três estações de tratamento de esgotos em Oslo/Noruega 

também utilizando métodos de cultivo (NMP). Nas amostras de esgoto bruto os valores 

médios variaram de 130 a 3 NMP/100mL nas três estações avaliadas. Não obstante, o 

autor relata que os valores verificados foram possivelmente mais baixos em relação ao 

esperado, devido a duas condições requeridas para que a técnica do NMP seja 

apropriada: i) o fato de que algumas células debilitadas possam perecer durante o 

enriquecimento do meio, ii) a improbabilidade de que as bactérias estejam regularmente 

distribuídas, em todas as amostras avaliadas. Probabilidade, esta última, que também 

pode ter ocorrido com o gênero Salmonella ou algum dos outros gêneros também na 

presente pesquisa, utilizando técnicas moleculares. 

Dados obtidos do PROSAB 4, em que todos os grupos utilizaram métodos de cultivo, 

mostraram que o grupo da Universidade Federal de Viçosa/MG, avaliando um sistema 

de tratamento de esgotos constituído por reator UASB e lagoas em série, em escala 

piloto, verificaram que salmonelas inoculadas no sistema de lagoas apresentaram um 

rápido decaimento (107 - 101 org/100mL). O grupo da Universidade Federal do Espírito 

Santo, trabalhando em um sistema composto por reator UASB e uma lagoa de 

polimento detectou concentrações de Salmonella spp. menores que 3 NMP/100mL. Já o 

grupo da Universidade de São Paulo, trabalhando em dois sistemas constituídos por 

lagoas anaeróbias seguidas de lagoas facultativas na cidade de Lins, não detectou a 

presença do gênero Salmonella nas amostras investigadas (CHERNICHARO et al., 

2006). 
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Oliveira et al. (2006b), não detectaram a presença de UFC de Salmonella spp. na 

avaliação da eficácia do tratamento de esgotos de um sistema de lagoa de estabilização 

na cidade de Porto Alegre/Brasil, utilizando-se técnicas de cultivo. 

Nordentoft et al. (1997) utilizaram a técnica de FISH e a sonda Sal-3 para avaliar a 

aplicabilidade da sonda na identificação de Salmonella em aglomerados bacterianos e 

em tecido histológico extraído de animais contaminados por esta bactéria. Dentre 55 

sorovares da espécie Salmonella enterica testados, 49 hibridaram com a sonda Sal-3. Os 

autores concluíram que a sonda testada para FISH é uma ferramenta promissora para a 

rápida quantificação de Salmonella enterica nas amostras estudadas. 

Oliveira e Bernardo (2002) utilizaram um protocolo de FISH introduzindo-se algumas 

modificações na etapa de fixação e na temperatura de hibridação. A sonda Sal-3 para a 

detecção de Salmonella spp. em amostras de alimentos e do meio ambiente (amostra 

ambiental não especificada) foi utilizada. Os autores verificaram também o limite de 

detecção da técnica com a sonda utilizada e compararam os resultados da quantificação 

por FISH com resultados obtidos por meio de cultivo em placa. Os valores 

quantificados por FISH (Log 10 cel/mL) foram maiores do que os valores detectados por 

contagem em placa (Log10 UFC/mL), 9,5 cel/mL e 8,3 UFC/mL respectivamente. Os 

autores relataram que uma maior sensibilidade do FISH poderia ser explicada por uma 

detecção pela sonda, de células que não estejam totalmente viáveis, mas ainda possuam 

algum conteúdo de rRNA ativos. Quanto ao limite de detecção um resultado bastante 

interessante mostrou a sensibilidade da técnica em detectar 1 célula/mL, tanto para a 

espécie S. enteritidis quanto para o sorotipo S. Thyphimurium. 

Quanto ao gênero Campylobacter, Stelzer e Jacob (1991) avaliaram a sua presença em 

amostras de esgoto de duas ETE na Alemanha e encontraram aproximadamente 51,3 

cel/100mL no esgoto bruto, 1,5 cel/100mL no efluente da primeira lagoa e ausência de 

organismos no efluente da quarta lagoa da série. Entretanto tais resultados não são 

passíveis de comparação com os do presente trabalho, uma vez que as lagoas eram 

diferentes e o método de quantificação utilizado foi por meio de cultivo. Dousse et al. 

(1993) também pesquisaram a presença de Campylobacter spp. em amostras de esgoto 

bruto. De 116 amostras pesquisadas, 43,9% foram positivas para este gênero, entretanto 

a metodologia utilizada também foi por meio de cultivo.  
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Moreno et al. (2001) avaliaram a presença de Campylobacter spp. em amostras obtidas 

de frangos, utilizando FISH. O trabalho consistiu da verificação da qualidade da sonda 

CAM-1, com prévio enriquecimento da amostra e amostras sem enriquecimento. Os 

autores não apresentaram valores das concentrações das células detectadas por FISH, 

porque o objetivo principal era avaliar o sinal emitido pela sonda utilizada. Este se 

mostrou bastante adequado principalmente após 22 horas de enriquecimento das 

amostras. 

Schmid et al. (2005) também utilizaram FISH para avaliar a concentração do gênero 

Campylobacter em amostras fecais de frangos, enriquecidas e não enriquecidas, 

encontrando valores que variaram de 108 a 103 cel/g de fezes conforme o tempo de 

enriquecimento. 

Assim como para E. coli, a utilização da técnica FISH para quantificação de bactérias 

entéricas patogênicas, ainda tem se restringindo a testes para verificação da qualidade 

de sondas, para otimização de protocolos ou ainda, na investigação de outras amostras 

(alimentos, por ex.) e, por enquanto, tem sido pouco usada para pesquisar estes 

microrganismos em amostras oriundas de efluentes de ETEs. 

5.2.3 Avaliação conjunta das concentrações das bactérias quantificadas e dos 

parâmetros físico-químicos medidos in loco.   

A Tabela 5.11 apresenta os resultados das quantificações das bactérias em cada coleta, 

juntamente com os valores dos parâmetros, pH, temperatura, OD, turbidez, e vazão, 

medidos nos dias das coletas. Uma avaliação mais detalhada da relação dos parâmetros 

físico-químicos será apresentada no item 5.4. 

Fazendo uma avaliação conjunta das quantificações das bactérias nas quatro coletas e 

dos valores de pH, OD, temperatura, turbidez e vazão no dia das coletas, observou-se 

que o pH nas quatro coletas variou de neutro a básico, observando-se um maior 

aumento na L3, nas quatro coletas. Quanto à concentração de OD observaram-se valores 

bastante baixos (abaixo do valor de supersaturação = 9,4 mg/L) para as lagoas 1 e 3 na 

coleta três, enquanto que na coleta quatro, verificou-se valor de OD muito baixo na 

lagoa 1 (3,2 mg/L) e bastante elevado na lagoa 3 (16,6 mg/L), bem acima do valor de 

supersaturação. 
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Tabela 5.11 – Concentração das bactérias quantificadas e parâmetros físicos e 
químicos, em cada coleta. 

Parâmetro Coleta EB L1 L3 
1 1,3E+07 8,0E+06 6,8E+06 
2 8,3E+06 5,4E+06 1,0E+07 
3 5,9E+07 5,2E+06 8,8E+05 

**E.coli 

4 9,4E+06 6,0E+05 1,3E+05 
1 1,3E+07 3,7E+06 4,1E+06 
2 2,0E+07 9,8E+06 1,7E+07 
3 8,0E+05 4,8E+04 4,8E+04 

**Salmonella spp. 

4 8,0E+05 5,0E+04 5,0E+04 
1 4,0E+06 7,4E+05 1,2E+06 
2 3,6E+06 1,0E+06 8,7E+05 
3 3,9E+06 3,8E+05 3,7E+05 

**Campylobacter spp. 

4 6,6E+06 3,0E+05 4,7E+05 
1 2,7E+06 4,5E+05 0,0E+00 
2 1,3E+06 0,0E+00 4,0E+05 
3 9,4E+05 0,0E+00 4,8E+04 

**Enterococcus spp. 

4 1,5E+06 5,9E+05 5,0E+04 
1 7,4 7,7 9,0 
2 7,1 7,8 8,0 
3 7,1 7,6 8,2 

*pH 

4 7,3 7,5 9,0 
1 0,3 17,6 8,4 
2 NM NM NM 
3 0,5 3,0 3,1 

*Oxigênio dissolvido 

4 1,5 3,2 16,6 
1 24,2 25,8 24,4 
2 NM NM NM 
3 23,5 26,4 25,4 

*Temperatura 

4 22,4 22,0 21,3 
1 141 39 56 
2 100 18 37 
3 110 23 39 

*Turbidez 

4 155 18 28 
1 31 31 31 
2 19 19 19 
3 26 26 26 

Vazão (m3/dia) 

4 15 15 15 
Legenda: NM- não medido                      *Valores medidos no dia da coleta 

**Valores médios de triplicatas      Obs.: os dados obtidos dos parâmetros físico- químicos e vazão são referentes aos 

valores verificados nos dias das quatro coletas (N=4) 

Considerando-se os valores médios das quantificações, observados na Tabela 5.6, a 

eficiência de remoção global (desde o esgoto bruto até a lagoa 3) verificada para cada 

uma das quatro bactérias foi de 89% para E. coli, 82% para Salmonella spp., 85% para 

Campylobacter spp. e 50% para Enterococcus spp. 

A eficiência das lagoas em promover o decaimento de enterobactérias é atribuída 

principalmente às alterações de temperatura, do pH e OD, devido à atividade 

fotossintetizante das algas, sendo que altos valores de pH (acima de 9,4) é letal para a 
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maioria das bactérias (PEARSON, 2003). É possível que essas variações, 

principalmente do pH e do OD, quando associados, possam ter contribuído para o 

aumento ou a diminuição dos valores quantitativos das bactérias, observados entre 

coletas. Porém, os valores médios de pH e OD observados nos resultados dos 

parâmetros físicos e químicos (Tabela 5.15) mostram que as variações entre coletas, em 

geral, foram pequenas e não justificariam as diferenças observadas.  

Quanto à temperatura nas quatro coletas, esta se mostrou ligeiramente mais elevada 

somente na lagoa 1 (valores ínfimos quando comparados ao EB e L3). Entretanto, 

considerando que a temperatura média nas lagoas foi de 23 ºC é pouco provável que 

este parâmetro tenha interferido diretamente nos valores das quantificações, a não ser 

quando associado aos diversos outros parâmetros avaliados. 

A vazão média verificada foi de 29 m3/dia. No entanto os valores das vazões nos dias 

das coletas variaram. Porém, observando-se a Figura 5.2 e a Tabela 5.11 não se pode 

dizer que este parâmetro, por si só, tenha sido decisivo nas diferenças observadas, já que 

a coleta 4 apresentou valores de quantificação maiores para algumas bactérias, em 

relação às outras três coletas e foi feita em um dia em que a vazão apresentou um dos 

valores mais críticos (15m3/dia) dos três anos e meio de monitoramento. 

Uma questão, que associada à vazão e a outros fatores, pode ter contribuído para as 

diferenças observadas é o TDH (tempo de detenção hidráulica) em cada unidade. O 

TDH expressa o tempo necessário para que os microrganismos procedam à 

estabilização da matéria orgânica nas lagoas e, portanto relaciona-se à atividade das 

bactérias (VON SPERLING, 2002). Com isso, valores de TDH relativamente altos (em 

termos de dias) permitem que as bactérias estabilizem a matéria orgânica, 

proporcionando melhor qualidade do tratamento. Uma vez que o TDH, nas lagoas 1 e 2, 

é em torno de quatro dias e na lagoa 3 é de um dia e meio, isto significa que, na prática, 

a amostra de EB que entrou no sistema em um determinado dia não corresponderia à 

amostra de saída das lagoas daquele mesmo dia.  

Mediante estas observações poder-se-ia conjeturar que os valores verificados desde o 

EB até a lagoa 3 não demonstraram um decaimento expressivo, em termos de ordem de 

grandeza, como era esperado, sendo observado, em média, decaimento menor que uma 

unidade logarítmica (uma unidade log=90% de remoção) para as quatro bactérias, como 



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

105 

mencionado anteriormente. Isto pode ter ocorrido devido a uma possível multiplicação 

das bactérias nas lagoas. Tal hipótese, no entanto, como já relatado, ainda é discutível. 

O que se sugere é que todos os fatores mencionados, quando associados, podem ter 

interferido nos resultados das reações de PCR, assim como nos valores de quantificação 

das bactérias detectadas.  

5.2.4 Considerações sobre o objetivo específico 2 - Quantificação por FISH das 

bactérias detectadas a partir da PCR 

Uma observação crucial quando se faz a quantificação de um mesmo microrganismo 

utilizando-se metodologias e amostras diferentes, é que os valores, quando comparados, 

por vezes se mostram bastante divergentes e dificulta, em determinadas situações, a 

comparação dos dados.  

Alguns autores têm pesquisado o gênero Campylobacter utilizando a técnica FISH 

(MORENO et al. 2001; LEHTOLA et al. 2005; SCHMID et al. 2005; HALAWEH et 

al. 2005), entretanto, as amostras são, geralmente, clínicas ou de alimentos. Alguns 

desses autores têm utilizado FISH para testar sondas para quantificação deste gênero, e 

as amostras, geralmente, são, ou purificadas a partir de amostras clínicas, ou obtidas de 

culturas puras de coleções, como é o caso da sonda CAJECO 1427, utilizada no 

presente trabalho. 

Observações semelhantes também têm sido verificadas para E. coli, para o gênero 

Enterococcus (JANSEN et al. 2000; MANERO e BLANCH, 2002; KEMPF et al., 

2000; WAAR et al. 2005; WELLINGHAUSEN et al., 2007; FRAHM et al. 2001) e 

também para Salmonella spp. (NORDENTOFT et al. 1997; OLIVEIRA e 

BERNARDO, 2001; MAYNARD et al.2005) e a grande maioria dos trabalhos que se 

propõem a quantificar bactérias patogênicas em amostras ambientais (águas de rios, 

águas poluídas, esgotos brutos e/ou tratados) ainda se utiliza das técnicas de cultivo para 

quantificação. Nesta pesquisa, excetuando-se E. coli, (discussão no item 5.3) não se 

utilizaram técnicas de cultivo para o enriquecimento de nenhuma das bactérias, pois não 

era escopo do trabalho. 

O que se nota, de maneira geral, em relação à utilização da técnica de FISH para a 

quantificação de bactérias patogênicas, é que a maioria dos estudos tem utilizado 
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amostras clínicas (sangue, fezes, tecidos histológicos, urina), amostras de alimentos ou 

culturas puras (na construção de novas sondas), principalmente para se responder 

rapidamente a um possível diagnóstico positivo e com isso administrar a medicação 

correta de maneira rápida.  

A quantificação de bactérias patogênicas em amostras ambientais (particularmente 

esgotos brutos e tratados) utilizando esta técnica ainda parece incipiente, e os métodos 

de cultivo permanecem sendo os mais utilizados, com isso a comparação dos resultados 

à luz da literatura torna-se bastante estreita, devendo ser feita com cautela. 

De maneira geral a quantificação de bactérias patogênicas no esgoto bruto e em 

amostras de lagoas de polimento, conforme verificado nesta pesquisa se mostrou 

efetiva, ou seja, mesmo com algumas dificuldades foi possível utilizar a técnica FISH 

para quantificar bactérias patogênicas neste tipo de amostra. No caso das lagoas em 

particular, a quantificação por FISH se mostrou relativamente difícil, sobretudo para E. 

coli, devido principalmente a interferência das algas, que são fortemente 

autofluorescentes mesmo após passar pelo processo de filtração adotado nesta pesquisa, 

ressaltando-se ainda que tal etapa de filtração pode reter microrganismos na membrana 

e estes serem desconsiderados, requerendo mais estudos para melhor validação. 

5.3 Objetivo específico 3 – Quantificação de E. coli pelos métodos 
FISH e Substrato Cromogênico-Colilert® e comparação dos 
resultados 

Como especificado no item 4.3.3, a técnica FISH (cel/100mL) também foi utilizada para 

se quantificar E. coli e comparar os resultados com aqueles obtidos pelo método 

dependente de cultivo, Colilert® (NMP/100mL). Paralelamente ao objetivo específico 

1, o objetivo específico 3 foi desenvolvido. Assim, os primeiros ensaios utilizando-se a 

técnica FISH foram feitos para a quantificação de E. coli, a fim de se comparar com os 

resultados obtidos por meio do Colilert®. 

Esta etapa do trabalho foi feita somente com E. coli, pelo fato de a técnica do Colilert® 

ser de execução fácil e rápida. O cultivo, em placas ou em tubos, das outras bactérias a 

serem investigadas pela PCR não foi feito devido às dificuldades e exigências de 

algumas bactérias em relação aos meios e também porque não era o escopo principal do 

trabalho. 
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Conforme comentado no item 5.2.1 o percentual de formamida adicionado ao tampão de 

hibridação é bastante importante quando se opta pela técnica FISH para se quantificar 

determinado grupo de microrganismo.  

Ao se iniciarem os testes de hibridação de E.coli por FISH utilizando-se a sonda ECO-

1167 (descrita na Tabela 4.7) e adicionando o percentual de formamida sugerido pelo 

autor de referência (40% FA), observou-se uma baixa intensidade do sinal emitido pelas 

células, gerando dúvidas sobre a real hibridação das células com a sonda ECO-1167 e 

tampão de hibridação contendo 40% de formamida.  

A partir desta verificação, foram utilizados alguns recursos no intuito de se descobrir o 

porquê da emissão desse sinal fraco. Com isso, aumentou-se o volume de amostra, de 

sonda, e de tampão de hibridação. Posteriormente, diminuiu-se o tempo de lavagem e 

excluiu-se EDTA dos tampões, e em seguida, se aumentou e depois se diminuiu a 

temperatura de hibridação. Como não foram notadas diferenças após tais alterações do 

procedimento, concluiu-se que o problema deveria ser com a sonda em uso. Optou-se, 

assim pela aquisição de uma outra sonda para quantificar E. coli, escolhendo-se a sonda 

uidA, descrita na Tabela 4.7. 

Para a sonda uidA, como não foi indicada na literatura a concentração de formamida a 

ser utilizada, avaliou-se a interferência da concentração desta, testando-se percentuais 

entre 20 e 50% de formamida, na hibridação de E. coli obtida de cultura pura. 

A sonda uidA apresentou melhor hibridação com 30% de formamida, ou seja, um sinal 

fluorescente mais intenso, porém não foram todas as células da cultura pura que 

hibridaram com a sonda. Isto ocorreu possivelmente pelo fato de a sonda estar 

hibridando a uma região específica do microrganismo, uma vez que a sonda era gene-

específica, para o gene uidA, presente em quase todas as linhagens de E. coli ou que 

talvez nem todas as células do cultivo estavam ativas. 

A sonda ECO 1167, quando utilizada com tampão de hibridação contendo 40% de 

formamida, apresentou baixa intensidade de brilho fluorescente quando hibridada com 

células da cultura pura. Ainda assim foi feita a quantificação de E. coli nas amostras 

especificadas (EB, L1 e L3) em três coletas. 
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Paralelamente, uma lâmina com células de E. coli foi preparada utilizando-se tampão de 

hibridação contendo 30% de formamida e a sonda ECO 1167, somente para fins de 

teste. A partir deste teste observou-se que praticamente todas as células da cultura pura 

de E. coli (a mesma cultura utilizada anteriormente no teste com a sonda uid-A) 

hibridaram com a sonda, emitindo um brilho fluorescente muito melhor do que quando 

se utilizava 40% de formamida no tampão, como sugerido por Neef et al. (1995).  

A partir desta constatação, testaram-se diferentes percentuais de formamida para as 

sondas ECO1167 e uidA na quantificação de E. coli, e confirmaram-se os resultados, os 

quais estão publicados em Godinho et al. (2009). Uma vez constatado que a sonda 

ECO-1167 quando utilizada com tampão de hibridação contendo 30% de formamida 

emitiu um sinal muito melhor, abandonou-se o uso da sonda uidA, além disso todas as 

contagens que foram feitas utilizando-se a sonda ECO-1167 e tampão de hibridação 

contendo 40% de formamida (referente a três coletas) foram repetidas e os valores da 

hibridação com 40% de FA foram descartados. 

O teste realizado com uma cultura pura de Salmonella spp. para verificar a ocorrência 

de hibridação cruzada, indicou que o gênero Salmonella não hibridava com a sonda 

ECO 1167, enquanto que algumas células de Shigella spp. hibridaram com a sonda 

utilizada, mostrando que, ainda que branda, a ocorrência de reação cruzada com este 

gênero de bactéria não podia ser totalmente descartada.  

Embora a sonda ECO-1167 utilizada, tenha sido demonstrada pelos autores de 

referência como específica para E. coli, a proximidade filogenética entre Shigella e 

Escherichia coli já é bem conhecida (como mencionado na revisão da literatura, alguns 

autores consideram Shigella uma linhagem de E. coli). Assim, hibridações cruzadas são 

possíveis de ocorrerem entre estes dois gêneros. Para outros controles negativos 

(culturas puras de Enterococcus spp., Aeromonas hydrophila e Yersinia enterocolitica) 

não se verificou hibridação quando se utilizou o mesmo tampão de hibridação contendo 

30% de formamida, eliminando a possibilidade de resultados falsos positivos com estas 

bactérias. 
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5.3.1 Comparação das técnicas Colilert® e FISH na quantificação de E. coli 

Foram feitas quantificações de E. coli através das técnicas Colilert® e FISH para 

amostras oriundas do esgoto bruto, da lagoa 1 e lagoa 3, conforme especificado no item 

4.2.3, com o objetivo de se comparar as duas metodologias e possivelmente estabelecer 

uma correlação entre elas. Assim como para o objetivo específico 2, o sinal da célula 

hibridada com a sonda ECO 1167 era considerado na quantificação quando a mesma era 

também corada por DAPI. Para este objetivo também se quantificaram as células totais 

coradas pelo corante DAPI, obtendo-se o total de células existentes nas amostras de 

cada uma das coletas, para o EB e a lagoa 3.  

5.3.1.1 Quantificação de E. coli utilizando-se a sonda ECO 1167 e 30% de formamida 

Para a comparação das técnicas Colilert® e FISH na quantificação de E. coli, 

utilizando-se 30% de formamida no tampão de hibridação, procederam-se seis 

campanhas de coleta, nas datas 19/09/2007, 22/11/2007, 27/02/2008, 02/04/2008, 

11/02/2009 e 27/05/2009. A contagem de células por FISH foi feita em triplicata nas 

seis coletas, já a quantificação pela técnica do Colilert® foi feita uma única vez nas 

coletas 1 a 4 e em triplicata nas coletas 5 e 6. A Tabela 5.12 e a Figura 5.3 mostram os 

resultados da concentração de E. coli obtidos, utilizando-se as técnicas Colilert® 

(NMP/100mL) e FISH (cel/100mL). 

Tabela 5.12 – Quantificação de E. coli pelas técnicas Colilert® e FISH em cada uma 
das coletas. 

Coleta Técnica Esgoto Bruto Lagoa 1 Lagoa 3 

Colilert® (NMP/100mL) 3,1E+07 4,6E+05 5,1E+03 
Coleta 1 

FISH (cel/100mL) 3,9E+07 3,8E+06 1,5E+06 
Colilert® (NMP/100mL) 3,2E+08 1,8E+06 1,4E+03 

Coleta 2 
FISH (cel/100mL) 9,8E+07 4,2E+06 2,6E+06 

Colilert® (NMP/100mL) 3,8E+07 4,6E+05 3,0E+04 
Coleta 3 

FISH (cel/100mL) 8,3E+06 5,4E+06 1,0E+07 
Colilert® (NMP/100mL) 2,1E+07 9,8E+04 6,3E+03 Coleta 4 

FISH (cel/100mL) 2,5E+07 3,6E+06 3,6E+06 
Colilert® (NMP/100mL) 4,1E+07 5,9E+05 1,3E+03 Coleta 5 

FISH (cel/100mL) 5,9E+07 5,1E+06 8,8E+05 
Colilert® (NMP/100mL) 1,8E+08 3,3E+05 1,7E+03 Coleta 6 

FISH (cel/100mL) 9,4E+06 6,0E+05 1,3E+05 
FISH – valores médios de triplicatas nas seis coletas 
Colilert - coletas 1 a 4 valores de uma análise. Coletas 5 e 6 - valores médios de triplicatas 
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Figura 5.3 – Quantificações de E. coli – apresentação por coletas e amostras. 
 

Avaliando-se os dados da Tabela 5.12 e da Figura 5.3 percebe-se que utilizando a 

técnica do Colilert® houve variação dos resultados entre coletas de até duas ordens de 

grandeza para o esgoto bruto (108 a 106 NMP/100mL) assim como para a lagoa 1 (104 a 

106 NMP/100mL), enquanto que para a lagoa 3 a mesma ordem de grandeza (103 

NMP/100mL) se manteve em cinco das seis coletas. Já com o FISH os resultados do 

esgoto bruto variaram em uma ordem de grandeza (107 e 106cel/100mL), na lagoa 1 os 

resultados entre coletas mantiveram-se da ordem de 105 e 106 cel/100mL, enquanto que 

na lagoa 3 variou de 107 até 105 NMP/100mL entre coletas.  

As Tabelas 5.13 e 5.14 mostram a estatística descritiva dos resultados de E. coli obtidos 

por Colilert® e por FISH.  

Tabela 5.13 – Estatística descritiva da quantificação de E. coli (NMP/100mL) pela 
técnica de Colilert®. 

Parâmetro 
Esgoto bruto 

(NMP/100mL) 

Lagoa 1 

(NMP/100mL) 

Lagoa 3 

(NMP/100mL) 

Média aritmética 1,1E+08 5,5E+05 5,2E+03 
Média geométrica 7,0E+07 4,4E+05 2,5E+03 
Mediana 4,3E+07 4,5E+05 1,7E+03 
Desvio padrão 1,0E+08 4,6E+05 8,9E+03 
Coef. de variação 0,95 0,83 1,72 
Mínimo 2,1E+07 9,8E+04 1,0E+03 
Máximo 3,2E+08 1,8E+06 3,0E+04 
Obs. (número de dados = 6) referente ao valor obtido de uma análise para as coletas 1 a 4 e valores 
médios obtidos de análises em triplicata para as coletas 5 e 6. 
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Tabela 5.14 – Estatística descritiva da quantificação de E. coli (cel/100mL) pela 
técnica de FISH. 

Parâmetro Esgoto bruto Lagoa 1 Lagoa 3 

Média aritmética 4,0E+07 3,8E+06 3,1E+06 
Média geométrica 2,8E+07 3,1E+06 1,6E+06 
Mediana 3,2E+07 4,0E+06 2,0E+06 
Desvio padrão 3,4E+07 1,7E+06 3,6E+06 
Coef. de variação 0,86 0,45 1,15 
Mínimo 8,3E+06 6,0E+05 1,3E+05 
Máximo 1,1E+08 5,4E+06 1,0E+07 

Células totais (DAPI)* 9,7E+09  1,3E+09 

% de células hibridadas com a 
sonda em relação ao total de 
células contidas na amostra 

0,4 - 0,2 

Número de dados = 6 
Todos os valores são referentes à média aritmética de triplicatas obtidas de seis coletas. 
*Células totais (coradas com DAPI). Valores médios obtidos de triplicatas nas seis coletas 

Observando-se as Tabelas 5.13 e 5.14 verifica-se que os valores de E. coli, para a lagoa 

3, obtidos por FISH (da ordem de 106 cel/100mL) quando comparados aos resultados 

obtidos pelo Colilert® (103 NMP/100mL) apresentam uma diferença bastante 

expressiva.  

Esse nível de variação verificada não era esperado, pois com respaldo na literatura 

(ANDRADA, 2005; MASCARENHAS, 2002; SOARES, et al. 2001; KATO e 

FLORÊNCIO, 2001; CEBALLOS, 2000), e também pelo perfil histórico de E. coli, 

apresentado no item 5.4 (Tabela 5.15), sabe-se que em sistemas de tratamento que 

utilizam lagoas de polimento em série, como alternativa de pós-tratamento, os valores 

de E. coli situam-se na faixa de 103 a 104 NMP/100 mL (baseados em Colilert®) na 

última lagoa da série. Esperava-se, incialmente, que a técnica do FISH, pelo menos, 

acompanhasse estes valores, confirmando-se uma diminuição no número de células 

hibridadas com a sonda ao longo das unidades e o decaimento de E. coli. 

A Figura 5.4 mostra as variações das quantificações de E. coli entre as duas técnicas. 

Devido ao fato de que somente nas coletas 5 e 6 o Colilert® foi feito em triplicata, o 

número de dados (N) de tamanho seis para o Colilert® é resultante de quatro valores 

únicos das coletas 1 a 4 e valores médios (média aritmética) obtidos de triplicatas nas 

coletas 5 e 6. Para FISH, foram considerados os valores médios obtidos de triplicatas 

nas seis coletas.  
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Figura 5.4 – Variação das quantificações de E. coli – segundo as metodologias Colilert® 

(NMP/100mL) e FISH (cel/100mL) 
 

A Figura 5.4 confirma as observações feitas a partir da Figura 5.3 e das Tabelas 5.13 e 

5.14. Percebe-se claramente, que no EB, a quantificação de E. coli por meio das duas 

técnicas foi relativamente próxima, excetuando-se as coletas 2, 3 e 6, em que os valores 

para o EB, obtidos pelo Colilert® foram maiores que aqueles obtidos pelo FISH. Para a 

L1, nota-se que, com FISH os valores das quantificações foram mais elevados em 

relação ao Colilert®, excetuando-se também a coleta 6, em que os valores verificados 

foram praticamente equivalentes. O resultado que, no entanto, mais chamou a atenção 

foi o da L3, no qual a diferença na quantificação entre as técnicas foi expressiva. 

Para verificar se havia diferença estatisticamente significativa entre os dois métodos, na 

quantificação de E. coli, utilizou-se o teste não paramétrico “T de Wilcoxon” para 

amostras pareadas. Ainda que os valores dos métodos de quantificação de E. coli, 

Colilert® (NMP/100mL) e FISH (cel/100mL) sejam expresssos em unidades diferentes, 

o “teste T de Wilcoxon” ajuda a expressar uma propensão do que ocorre entre as duas 
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metodologias. Ademais, tem-se a compreensão de que ambos os testes analíticos 

buscam expressar o número de organismos contidos em um mesmo volume (100 mL). 

O teste foi aplicado a partir de um universo amostral (N) de tamanho seis considerando-

se para o Colilert® quatro valores absolutos obtidos das coletas 1 a 4 e valores médios 

obtido de triplicatas nas coletas 5 e 6. Para FISH, foram considerados os valores médios 

obtidos de triplicatas nas coletas 1 a 6 (médias aritméticas). 

Uma vez que as contagens por metodologias diferentes foram preparadas a partir de 

uma mesma amostra, a suposição do pareamento se aplica. A hipótese H0 adotada foi de 

que não havia diferença estatística entre as amostras, quanto à quantificação de E. coli, 

por Colilert® e FISH. 

Após a realização do teste estatístico utilizando-se o Software Statistica 6.1 (Statsoft, 

Inc., 2003) verificou-se que para o EB H0 não pôde ser rejeitada, confirmando-se que 

para o esgoto bruto as diferenças dos valores das contagens de E. coli a partir dos dois 

métodos não são estatisticamente significativas. No entanto para as lagoas 1 e 3, a 

hipótese H0 pôde ser rejeitada.  

Portanto, considerando um universo amostral de tamanho seis, por grupo, para cada 

amostra avaliada, o “teste T de Wilcoxon” sugeriu que para um nível de significância de 

5%, não houve diferença estatística significativa entre as contagens para o esgoto bruto. 

Entretanto, para as lagoas 1 e 3 o teste indicou a ocorrência de diferenças estatísticas 

significativas nas contagens de E. coli utilizando os métodos Colilert® (NMP/100mL) e 

FISH (cel/100mL). 

Foram feitas também análises de correlação entre os métodos Colilert® (NMP/100mL) 

e FISH (cel/100mL) na quantificação de E. coli nas amostras do EB, L1 e L3. O 

resultado de cada amostra está apresentado na Figura 5.5. A Correlação foi linear, com 

o coeficiente linear da equação da reta sendo fixado igual zero no pressuposto de que 

contagens nulas por Colilert® estejam também associadas às contagens nulas por FISH. 
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Figura 5.5 – Relação entre as contagens de E. coli – segundo as metodologias 

Colilert® (NMP/100mL) e FISH (cel/100mL) 
 

Analisando-se a Figura 5.5, nota-se que houve grande dispersão dos dados verificando-

se que, de maneira geral, não há uma correlação clara que possa ser útil para as 

quantificações 

5.3.2 Considerações sobre o objetivo específico 3 - Comparação das técnicas 

Colilert® e FISH na quantificação de E. coli 

A partir da comparação das técnicas Colilert® (NMP/100mL) e FISH (cel/100mL) na 

quantificação de E. coli, duas possíveis condições de resultados poderiam ocorrer i) 

ambas as técnicas apresentariam valores próximos de quantificação, ii) utilizando-se 

FISH, ocorreria um aumento nos valores das quantificações de E. coli, visto que esta 

técnica permite a contagem individual de células, enquanto o Colilert® expressa os 

valores em termos de número mais provável e não detecta células VBNC. Porém, 

qualquer das condições que ocorresse, supunha-se que ocorreriam seguindo-se um 
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padrão nas três amostras. Contudo, a contagem de E. coli utilizando-se FISH se mostrou 

maior do que com o método do Colilert® somente nas lagoas, sobretudo na L3. 

Ainda não estão completamente elucidados os motivos pelos quais os valores de E. coli, 

obtidos principalmente da lagoa 3, utilizando FISH se mostraram bem mais elevados do 

que para o método do substrato cromogênico - Colilert®. 

Garcia-Arminsen e Servais, (2004) utilizaram a técnica FISH para avaliar a 

concentração de E. coli em água do Rio Sena/França e águas residuárias tratadas por 

processo de lodo ativado. Os autores submeteram as amostras a uma etapa prévia de 

enriquecimento ou “revivificação” das células proposto por Regnault et al. (2000). Esta 

etapa consiste em expor a célula em um meio contendo, geralmente, extrato de levedura 

e ácido nalidíxico, que inibe a divisão da célula, mas permite seu crescimento. Este 

método permite que as células viáveis fiquem mais robustas de modo que o conteúdo de 

RNAr torne-se mais acessível e mais facilmente detectável sob microscopia após a 

hibridação da célula. 

Os autores verificaram também que células de E. coli viáveis, mas não cultiváveis 

(viable but nonculturable  - VBNC) não são recuperadas por método de cultivo, e que 

ambientes submetidos a fortes condições adversas, tais como carência de nutrientes e 

também, intensa radiação solar (caso das lagoas de polimento, por exemplo) são 

responsáveis por uma grande fração de células VBNC que não podem ser detectadas por 

métodos de cultivo e que podem ser detectadas por FISH. Os autores consideram 

células VBNC aquelas com capacidade de “crescer” em meio, e não a sua real 

capacidade de exercer atividade celular em condições ambientais. 

Oliver (2005) também relatou que várias espécies de bactérias, patogênicas ou não, 

incluindo E. coli e outras bactérias associadas ao trato gastrointestinal, quando 

submetidas a condições de “stress”, tais como, aumento da temperatura, excesso de 

oxigênio e de matéria orgânica e incidência de luz solar, entram em estado VBNC, e 

não são detectáveis por técnicas de cultivo.  

Dentre as hipóteses levantadas com o intuito de se tentar explicar os valores elevados da 

contagem de E.coli pela técnica FISH no efluente das lagoas (principalmente na L3), 

um deles poderia estar associado à possibilidade de que uma quantidade expressiva de 
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células possam ter entrado em estado VBNC, conforme relatado por Garcia-Arminsen e 

Servais, (2004) e Oliver (2005) e com isso não puderam ser detectadas pelo Colilert®, 

subestimando os valores de E.coli, mas foram detectadas por FISH. Isto parece ter 

ocorrido mais expressivamente nas amostras da Lagoa 3 na qual as condições  estariam 

afetando as células de E. coli e impedindo seu crescimento no meio de cultura.  

Outras hipóteses têm sido levantadas na tentativa de entender estes resultados, 

atribuindo-se que esta variação entre o Colilert® e o FISH, pode ter ocorrido em virtude 

de alguns fatores, tais como:  

(i) Os resultados obtidos pelo método do substrato cromogênico - Colilert® são 

expressos em NMP/100 mL, e seus valores podem ser subestimados quando comparado 

ao FISH, onde as células são contadas por unidade principalmete devido à presença de 

células VBNC;  

(ii) A contagem, principalmente na lagoa 3, pela técnica de FISH, poderia estar 

sendo superestimada devido à ocorrência de hibridação cruzada entre E. coli e Shigella, 

que são muito próximas filogeneticamente, o que eleva os valores de E. coli. Como 

pôde ser visto no item 5.2.1, a sonda utilizada apresentou reação cruzada para o gênero 

Shigella. Não se pode afirmar, com certeza, se houve ou não hibridação cruzada entre E. 

coli e Shigella, a ponto de superestimar a contagem das células, uma vez que, um 

detalhe observado anteriormente foi o fato de que nas reações de PCR para Shigella 

dysenteriae e Shigella spp. (Tabela 5.1) os resultados não foram positivos na lagoa 3 em 

nenhuma das quatro coletas. Ainda assim, possivelmente, esta observação não seria 

suficiente para variar a ordem de grandeza de forma tão elevada. Foi feito um teste 

usando uma cultura pura de Aeromonas como controle negativo e a sonda de E. coli 

(ECO-1167), e não se verificou hibridação positiva para este gênero.  

Além disso, outras hipóteses a exemplo daquelas relatadas por De Long et al. (1999), 

também têm sido levantadas e poderiam ter interferido no FISH, tais como: a existência 

de fluorescência de background e o fato de que as amostras, principalmente das lagoas, 

podem se mostrar fortemente auto-fluorescentes, devido à presença de matéria orgânica, 

e neste caso principalmente pela presença de algas. Isto poderia induzir em algum erro 

de contagem em função da ocorrência de resultado falso-positivo. No entanto, como 

relatado anteriormente, foram tomadas as precauções possíveis para que tais eventos 
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não interferissem nas quantificações. Uma vez que não se detectaram fatores adversos 

que pudessem justificar resultados falso-positivos, se algum fator realmente ocorreu, 

não foi identificado. 

Em estudos em outros sistemas de tratamento de esgotos, a quantificação de bactérias 

oxidadoras de amônia e de nitrito obtida através das técnicas de Tubos Múltiplos e 

FISH foram realizadas no âmbito do projeto FINEP, no DESA/UFMG (coordenado e 

desenvolvido na UFMG pela equipe da profª J. C. de Araújo). A comparação dos 

resultados permitiu verificar que, utilizando a técnica FISH, foi encontrado um número 

maior de bactérias Nitrosomonas por mL de lodo (da ordem de 10 a 102 células a mais 

por mL) em seis das oito amostras avaliadas, quando comparado com o valor 

encontrado pela técnica de Tubos Múltiplos. Estes resultados estão de acordo com 

aqueles obtidos por Konuma et al. (2001) e Schmidt et al. (2002). Uma das amostras 

estudadas apresentou resultados da mesma ordem de grandeza, tanto pela técnica de 

Tubos Múltiplos quanto de FISH, na determinação de oxidadoras de amônia. Já outras 

cinco amostras apresentaram valores de Nitrosomonas (por Tubos Múltiplos) superiores 

(cerca de 3 a 4 ordens de grandeza maiores) em relação aos valores obtidos por FISH. O 

teste estatístico, não paramétrico, de Wilcoxon para verificar a existência de diferenças 

significativas entre as técnicas sugeriu que para um nível de significância de 5%, não 

houve diferença estatística significativa entre as contagens de bactérias nitrificantes, 

pelos dois métodos (FISH e Tubos Múltiplos). 

Tais observações permitem supor que quando se utiliza a técnica FISH (cel/mL) os 

valores de quantificação podem ser mais elevados do que quando se utiliza técnicas de 

cultivo, a exemplo do Colilert® (para E. coli), ou os Tubos múltiplos (ambas baseadas 

em NMP) talvez porque, como já discutido, o FISH quantifica número individual de 

células, e como relatado por Garcia-Arminsen e Servais (2004) e Oliver (2005), 

incorpora a elevada fração de células VBNC, principalmente quando enriquecidas, e 

que não pode ser detectdas por meio de cultivo, e podem ser quantificadas por FISH. 

A questão a ser entendida no presente trabalho é que todos estes princípios poderiam 

ocorrer, na mesma proporção, também com as amostras da lagoa 1 e também do esgoto 

bruto e não somente com as amostras da lagoa 3, como foi verificado. 
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Considerando-se que esta foi a primeira vez que se utilizou a técnica FISH para 

quantificar E. coli, em amostras de esgotos brutos e lagoas de polimento, no âmbito do 

DESA, não se pode afirmar que as concentrações de E. coli nestes sistemas de pós-

tratamento sejam realmente tão elevadas na última lagoa da série, como apresentado. 

Porém é fato que os valores podem ser mais elevados quando comparados com os 

resultados obtidos por meio do Colilert® e possam atingir valores maiores que 103-104 

NMP/100mL como registrado na literatura. 

5.4 Avaliação dos parâmetros físicos, químicos e E. coli obtidos 

no monitoramento rotineiro 

Para os parâmetros físicos e químicos que foram monitorados rotineiramente e a série 

histórica de E. coli (utilizando-se o método Colilert®), seguiram-se os métodos 

propostos pelo “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater” 

(APHA/WEF/AWWA, 2005) e estão indicados na Tabela 4.9, que mostra ainda, a 

periodicidade das análises. O monitoramento dos parâmetros físico-químicos e da vazão 

iniciou-se em dezembro de 2006 e finalizou-se em março de 2009. O monitoramento 

dos parâmetros medidos in loco (pH, OD e temperatura) foi feito até julho de 2009. O 

monitoramento da série histórica de E. coli iniciou-se em novembro de 2007 e encerrou-

se em julho de 2009. Para os diferentes parâmetros foram feitas coletas semanais, 

quinzenais e mensais. 

Conforme apresentado no objetivo específico 4 (item 2.2) a avaliação das condições 

ambientais por meio do monitoramento de parâmetros físicos e químicos teve por 

finalidade a verificação da possível influência desses parâmetros no decaimento das 

bactérias patogênicas nas lagoas. O resultado do monitoramento rotineiro de E. coli 

(vinte meses de monitoramento) está apresentado na Tabela 5.15 por meio da estatística 

descritiva e na Figura 5.7 por meio do gráfico Box-Plot.  
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Tabela 5.15 – Estatística descritiva das concentrações de E. coli, referente ao período 
de novembro/2007 a julho/2009 utilizando a técnica do Colilert® 

 EB L1 L2 L3 
Nº de dados 20 20 20 20 
Média aritmética 3,1E+08 2,0E+07 4,0E+06 9,4E+04 
Média 
geométrica 1,0E+08 1,2E+07 5,6E+05 5,7E+04 
Mediana 9,8E+07 1,1E+07 4,6E+05 7,0E+04 
Desvio padrão 5,4E+08 2,1E+07 1,5E+07 9,9E+04 
Coef. de variação 1,74 1,01 3,78 1,06 
Mínimo 3,0E+06 2,6E+06 9,8E+04 4,1E+03 
Máximo 2,4E+09 6,9E+07 6,9E+07 4,4E+05 
Obs.: valores em NMP/100 mL 

Avaliando-se a Tabela 5.15, percebe-se que os valores médios para E. coli no EB e na 

L1 permaneceram da ordem de 108 NMP/100mL e 107 NMP/100mL, respectivamente. 

Valores estes similares àqueles obtidos da quantificação pela técnica de FISH – 

107cel/100mL e 106 cel/100mL. Já para a L3, os valores mantiveram a média de E. coli 

em 104 NMP/100mL, conforme tem sido reportado pela literatura ao longo de vários 

anos de estudo. O número de amostras coletadas para FISH, neste caso, foi bem menor 

que as 20 amostras coletadas para o monitoramento da série histórica de E. coli pelo 

método do Colilert®.  

A Tabela 5.16 mostra a estatística descritiva dos parâmetros físicos, químicos e os 

valores da vazão. O total de análises foi de 112 semanas de monitoramento para os 

parâmetros semanais, e 56 semanas de monitoramento dos parâmetros quinzenais. O 

número de dados (N) para os parâmetros variou entre os pontos de coleta devido a 

problemas operacionais ocorridos ocasionalmente na ETE e que dificultaram ou 

impediram a coleta (ex.: falta de energia elétrica, ruptura ou entupimento da tubulação, 

problemas nas bombas, eventos estes que são passíveis de ocorrer na maioria das 

estações). Para os parâmetros semanais, nenhum ficou abaixo de 90 dados, exceto OD, 

que deixou de ser monitorado por 14 semanas devido a defeito no equipamento, sendo 

necessária a aquisição de outro. 

Na Figura 5.6 são apresentados os gráficos Box-plot das concentrações de E.coli, O.D, 

pH, Temperatura, Turbidez, SST, DBOt e DQOt. O gráfico Box - plot da vazão está 

apresentado na Figura 5.7. 



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

120 

Tabela 5.16 – Estatística descritiva da concentração dos parâmetros físicos e 
químicos monitorados em cada ponto de amostragem. 

Parâmetro Unidade Nº de dados Estatística EB UASB L1 L2 L3 

Média aritmética 173 56 45 44 46 
Média geométrica 160 50 40 38 39 
Mediana 169 49 38 37 41 
Desvio padrão 59,5 33,7 29,5 39,9 39,5 
Coef. Variação 0,34 0,60 0,66 0,91 0,86 
Mínimo 31 18 13 16 13 

DBO total mg/L 43 

Máximo 299 225 199 297 277 
Média aritmética 413 200 147 150 170 
Média geométrica 387 176 140 143 163 
Mediana 412 164 146 151 169 
Desvio padrão 132,9 110,1 43,3 40,4 46,2 
Coef. Variação 0,32 0,55 0,29 0,27 0,27 
Mínimo 69 66 27 23 53 

DQO total mg/L 65 

Máximo 706 597 250 263 289 
Média aritmética 200 82 55 58 82 
Média geométrica 162 60 58 59 76 
Mediana 162 58 64 61 81 
Desvio padrão 100 59 25 28 30 
Coef. Variação 0,55 0,77 0,39 0,43 0,37 
Mínimo 63 13 9 22 25 

SST mg/L 62 

Máximo 532 291 128 134 178 
Média aritmética 7,1 7,0 7,6 8,0 8,3 
Média geométrica 7,1 7,0 7,6 8,0 8,4 
Mediana 7,1 7,0 7,5 7,9 8,3 
Desvio padrão 0,2 0,2 0,4 0,6 0,6 
Coef. Variação 0,03 0,03 0,05 0,07 0,07 
Mínimo 6,3 6,4 6,7 6,2 6,1 

pH - 112 

Máximo 7,6 7,8 9,0 9,7 10,3 
Média aritmética 1,0 1,8 8,0 8,8 8,8 
Média geométrica 0,7 1,5 7,0 7,2 8,0 
Mediana 0,7 1,7 6,9 7,3 8,2 
Desvio padrão 0,8 0,9 5,8 5,5 4,3 
Coef. Variação 0,82 0,50 0,66 0,61 0,48 
Mínimo 0,2 0,4 0,4 0,2 1,1 

OD mg/L 89 

Máximo 6,2 5,2 20,6 20,9 19,8 
Média aritmética 126 81 34 37 45 
Média geométrica 123 75 29 36 45 
Mediana 124 79 29 37 45 
Desvio padrão 52,0 29,7 10,1 9,8 14,6 
Coef. Variação 0,40 0,37 0,33 0,26 0,31 
Mínimo 41 10 17 18 21 

Turbidez uT 110 

Máximo 268 149 61 54 69 
Média aritmética 21 20 23 23 23 
Média geométrica 20 20 23 23 23 
Mediana 22 21 23 23 23 
Desvio padrão 5,1 5,0 2,9 2,9 2,9 
Coef. Variação 0,21 0,24 0,13 0,13 0,13 
Mínimo 12 9 16 16 15 

Temperatura º C 109 

Máximo 30 28 29 29 29 
Média aritmética 29 29 29 29 29 
Média geométrica 28 28 28 28 28 
Mediana 29 29 29 29 29 
Desvio padrão 4 4 4 4 4 
Coef. Variação 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 
Mínimo 20 20 20 20 20 

Vazão m3/dia 106 

Máximo 40 40 40 40 40 
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Figura 5.6 - Box-plot das concentrações de E. coli, OD, pH, Temperatura, Turbidez, 

SST, DBO total e DQO total. 
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Figura 5.7 – Box-plot da variação da vazão afluente ao sistema (m3/dia). 

 
Fazendo-se uma avaliação conjunta dos dados, observa-se o expressivo decaimento de 

E. coli ao longo do sistema UASB-LP, e aumento do pH e O.D. 

Quanto ao pH, observou-se que este aumentou ao longo do sistema nas três lagoas. 

Como reportado por Madigan et al. (2005) a maioria das bactérias de origem intestinal 

não tolera valores de pH muito acima de 9,0 e valores de oxigênio muito acima dos 

níveis de supersaturação, como os que são verificados nas lagoas. Este aumento do pH e 

do O.D nas lagoas está relacionado principalmente ao processo de fotossíntese que 

ocorre nas lagoas em presença de luz solar, no qual, ao consumir CO2 as algas liberam 

íons hidroxila, o que gera aumento do pH no meio (PEARSON, 2003). Curtis et al. 

(1992) também mencionaram que o decaimento de bactérias patogênicas que ocorre em 

lagoas de maturação/polimento é devido a uma parceria de fatores tais como, luz solar, 

altos valores de pH e alta concentração de OD. Circunstâncias estas, que teoricamente, 

ocasionariam a morte de muitas delas. 

Como mostrado na Tabela 5.16 e na Figura 5.6, os valores de pH nas lagoas 

mantiveram-se, em média, em uma faixa considerada elevada, e que seria prejudicial 

para a maioria das bactérias. Quanto ao oxigênio dissolvido, este apresentou 
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concentrações médias entre 8 e 9 mg/L, próximo às concentrações de supersaturação. 

Isto contribuiria para o decaimento de bactérias patogênicas, também intermediado por 

reações fotoquímicas.  

Outros autores também têm demonstrado que nestes sistemas, o decaimento ocorre 

muito mais pelo efeito sinérgico da luz (que provoca o aquecimento da água), do pH (de 

neutro a elevado) e O.D elevados devido a atividade fotossintetizante das algas, do que 

pelos processos de morte celular, por falta de alimento e predação (TROUSELLIER et 

al. 1986; CURTIS et al., 1994; PANT e MITTAL, 2007).  

Depreende-se da Tabela 5.16 e da Figura 5.6 que, em geral, ocorreu o decaimento das 

concentrações da maioria dos parâmetros ao longo do sistema. Tanto a DBO quanto a 

DQO apresentaram decaimento com valores próximos aos detectados por Mascarenhas 

(2002) na avaliação de lagoas com e sem chicanas em Itabira/MG e Andrada (2005) nas 

mesmas lagoas do presente trabalho, porém com diferentes configurações. Assim como 

observado por Andrada (2005), a DQO na L3 aumentou em relação aos valores 

verificados para as lagoas 1 e 2 devido ao aumento das algas.  

É possível que as elevadas concentrações de pH, OD, variações pequenas da 

temperatura e alterações pontuais na vazão do sistema, quando associados, sejam os 

parâmetros que mais possam interferir na avaliação da presença ou ausência de 

Escherichia coli e de outros gêneros investigados e sua respectiva quantificação, 

principalmente nas lagoas de polimento. 

Quanto à vazão, ocorreram alterações importantes ao longo do período de 

monitoramento, mas de maneira geral, esta se manteve dentro do almejado, ou seja, 

valor médio de 29m3/dia. Como é conhecido, os reatores UASB não são sistemas 

indicados para remoção de microrganismos devido, principalmente, aos baixos TDH 

que são verificados (neste caso o TDH é de 11,8 horas). O processo de remoção de 

bactérias ocorre essencialmente nos sistemas de pós-tratamento, no caso, as lagoas. A 

variação da vazão, em conjunto com o TDH, e os demais parâmetros, físicos e químicos 

pode ter interferido nas quantificações de E. coli por ambas as técnicas, assim como nos 

resultados da PCR para alguns dos gêneros pesquisados. 
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6 CONCLUSÕES  

A presente pesquisa teve por objetivo a investigação de bactérias patogênicas, no esgoto 

bruto e no efluente das lagoas de polimento, L1 e L3, utilizando-se a técnica da PCR, e 

quantificação das mesmas por FISH, após a identificação por PCR. Além disso, foi feita 

a quantificação de Escherichia coli pelo método de FISH e a comparação com os 

resultados obtidos pelo Substrato Cromogênico – Colilert®. Também se avaliaram as 

condições ambientais através do monitoramento de parâmetros físicos e químicos, para 

verificar a possível influência desses parâmetros na ocorrência e no decaimento de 

bactérias patogênicas nas lagoas.  

Quanto ao primeiro objetivo específico - investigar a ocorrência das bactérias 

Escherichia coli, Salmonella spp., Salmonella enterica (ser) Typhimurium, Shigella 

dysenteriae, Shigella spp., Helicobacter pylori, Enterococcus spp., Staphylococcus 

aureus, Yersinia enterocolitica e Campylobacter jejuni, ao longo do sistema UASB - LP 

por meio da técnica PCR, conclui-se que:  

� Todas as bactérias, exceto H. pylori, S. Aureus e Y. enterocolitica, foram detectadas 

em pelo menos duas unidades do sistema de tratamento. 

�  O fato de que um gênero ou espécie tenha se mostrado positivo em uma determinada 

coleta e negativo em outra pode ter sido em virtude das variações ocorridas entre 

coletas. O fato de que o gênero Salmonella tenha sido positivo nas lagoas e negativo no 

esgoto bruto não foi totalmente entendido e não foi possível se chegar a uma conclusão 

definitiva. Um conjunto de fatores físicos, químicos, ambientais e da própria natureza 

das bactérias, associados, pode ter propiciado as variações encontradas nos resultados. 

� Além de E. coli, outros gêneros ou espécies, a exemplo de Campylobacter jejuni, 

poderiam ser avaliados na rotina, principalmente quando se optar por fazer o reúso de 

efluentes tratados na agricultura, sobretudo por aspersão, uma vez que diferentes 

gêneros de bactérias patogênicas podem apresentar doses infectantes muito baixas.  

Quanto ao segundo objetivo específico, de quantificar as bactérias patogênicas 

detectadas por PCR no esgoto bruto, na lagoa 1 e na lagoa 3, utilizando-se a técnica de 

FISH, conclui-se que:  
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� De maneira geral não se verificou um decaimento no número de células bacterianas 

desde o EB até a L3 como uma regra. Observou-se que para E. coli ocorreu decaimento 

entre o EB e a L1, mas não se verificou decaimento entre as L1 e L3. Para Salmonella 

spp. ocorreu decaimento entre o EB e a L1, mas ao contrário, da L1 para a L3 observou-

se um ligeiro aumento médio de células. Para Enterococcus observou-se decaimento do 

EB para a L1, e uma pequena diminuição do número de células quantificadas entre a L1 

e L3. Para Campylobacter spp. verificou-se a ocorrência de decaimento entre o EB e a 

L1, e um pequeno aumento entre a L1 e L3. 

Quanto ao terceiro objetivo específico, comparação dos métodos Colilert® 

(NMP/100mL) e FISH (cel/100mL) na quantificação de E. coli, tem-se que a avaliação 

da intensidade do sinal da sonda deve ser feita antes do seu uso efetivo nas amostras 

para garantir a qualidade do sinal fluorescente. As técnicas Colilert® e FISH utilizadas 

na quantificação de E. coli apresentaram resultados diferentes, sobretudo na lagoa 3. 

Para o EB, verificou-se uma equivalência nas quantificações de E. coli entre as duas 

técnicas, sendo que em três das seis coletas realizadas, a quantificação com o Colilert® 

foi maior que com o FISH. Para a L1, foram verificadas diferenças de quantificações 

entre as coletas, com valores mais elevados para E. coli quando se utilizou a técnica 

FISH. Para a L3 foram verificados valores muito divergentes nas quantificações de E. 

coli utilizando-se Colilert® e FISH. Com a técnica FISH os valores permaneceram da 

ordem de 106 cel/100mL , enquanto que para o Colilert® permaneceram da ordem de 

103 cel/100mL. Conclui-se que uma conjunção de fatores pode ter ocasionado o 

aumento na quantificação de E. coli com a técnica de FISH, em relação ao Colilert®, 

nas lagoas.  

� Considera-se que, até o momento, o método Substrato Cromogênico/Colilert®, para se 

quantificar E. coli em amostras de esgotos, ainda deve ser o mais usado na rotina do 

monitoramento de E. coli até que os resultados encontrados no presente trabalho possam 

ser mais investigados e corroborados por outros pesquisadores. No entanto, no caso de 

análise para reúso do efluente tratado, há necessidade de complementar a análise de 

coliformes por uma investigação mais detalhada da presença e quantidade de 

microrganismos patogênicos. 
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Quanto ao quarto objetivo específico, avaliação das condições ambientais do sistema 

através do monitoramento dos parâmetros físicos, químicos e E. coli rotineiros, pode-se 

dizer que os parâmetros não se alteraram expressivamente. Isto sugere que, excetuando-

se o pH, OD e temperatura, que tradicionalmente controlam o decaimento de bactérias 

patogênicas em sistemas de lagoas, e possivelmente a vazão, os parâmetros DBO, DQO 

e SST, nesta pesquisa, não interferiram no decaimento dos organismos patogênicos nas 

unidades. 

� De forma global observa-se que avaliar a qualidade microbiológica do tratamento dos 

esgotos com base somente no grupo coliforme, centrados em E. coli, pode ser 

insuficiente, pois outros gêneros e espécies patogênicas podem estar presentes nos 

esgotos, a exemplo de Campylobacter jejuni, como verificado na presente pesquisa. 

� O fato de que algumas reações da PCR se mostraram negativas para alguns gêneros 

pode não significar a total ausência de determinado microrganismo na amostra, e sim 

que ele poderia estar presente na amostra, porém em baixa concentração, não detectável 

pela técnica. 

� Quando se utilizou a técnica de FISH para quantificação de E. coli e de outros gêneros 

de bactérias entéricas patogênicas, conclui-se que estas podem estar presentes nos 

esgotos brutos e tratados em concentrações maiores do que as que têm sido verificadas 

utilizando-se somente os métodos de cultivo para a quantificação. Esta observação 

poderia incorrer em riscos à saúde humana e dos animais, devido à baixa dose infectante 

que determinados grupos podem apresentar. 

� O decaimento de microrganismos patogênicos em lagoas de polimento pode ser 

influenciado por outros fatores ambientais (influência de chuvas, por exemplo) além dos 

parâmetros tradicionais como pH, OD e temperatura, que são os principais responsáveis 

pelo decaimento de bactérias patogênicas em lagoas de polimento rasas. 

� Quanto à técnica da PCR, esta se constituiu em uma ferramenta totalmente aplicável à 

pesquisa de bactérias patogênicas em amostras de esgotos brutos e tratados. Já para a 

técnica de FISH, embora tenha se mostrado difícil para se quantificar especialmente E. 

coli, tal dificuldade foi devida principalmente à presença da grande quantidade de algas 
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que ocorre nas lagoas. É possível que seu uso, com maior frequência, e também com o 

emprego de sondas mais sensíveis, sua utilização na rotina torne-se fácil e rápida. 
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7 RECOMENDAÇÕES 

A partir da avaliação dos resultados obtidos no presente trabalho, recomenda-se para a 

condução de trabalhos futuros: 

� Trabalhar, inicialmente, com um número menor de gêneros de bactérias para que 

possam ser feitas mais coletas, pelo menos uma a cada mês, dependendo do tempo em 

que o estudo vai ser conduzido, garantindo um maior número de dados, e um 

monitoramento mais representativo, além de se proceder à coleta em diferentes estações 

do ano, monitorando índice pluviométrico, temperatura, pH e O.D das lagoas em 

diferentes períodos do dia. 

� Filtrar as amostras da lagoa somente em filtro de uma porosidade intermediária (a 

ser testada) uma vez que a filtração em filtros de duas ou três porosidades diferentes é 

bastante trabalhosa. Além disso, submeter também as amostras do esgoto bruto a um 

pré-tratamento na tentativa de minimizar a ocorrência de contaminantes que podem 

interferir na PCR. 

� Para a PCR, utilizar, inicialmente, dois pares de primers para grupo bacteriano ou 

genes específicos e para FISH, quando possível, usar duas sondas diferentes para cada 

bactéria, testando sempre a temperatura de anelamento, por meio da PCR gradiente, e a 

concentração da formamida antes de se iniciar as reações e as contagens. Caso seja 

possível, recomenda-se ter dois observadores treinados para contar a mesma amostra de 

FISH, principalmente para amostras em que ocorra muita autofluorescência, como é o 

caso das lagoas.  

� Aplicar a técnica da PCR em tempo real, para quantificação das espécies 

investigadas a fim de avaliar com mais precisão o decaimento das mesmas ao longo do 

sistema, uma vez que esta técnica não depende do olhar do pesquisador na quantificação 

das bactérias. 
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9 APÊNDICES 

9.1 Géis de PCR das Bactérias Investigadas 

E. coli total 

 
PCR das amostras do esgoto bruto, efluente do UASB e das lagoas 1, 2, 3 utilizando os 

primers para Escherichia coli  Ladder – 100pb. 
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PCR das amostras do esgoto bruto, L1 e L3 utilizando os primers para Escherichia coli  
 Ladder – 1kb. 
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Salmonella spp. 

 
PCR das amostras do esgoto bruto, efluente do UASB e das lagoas 1, 2, 3, utilizando os 

primers para Salmonella spp.  Ladder – 1 kb. 
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PCR das amostras do esgoto bruto, L1 e L3 utilizando os primers para Salmonella spp 
Ladder – 100pb 

 
Salmonella Typhimurium 

 
PCR das amostras do esgoto bruto, efluente do UASB e das lagoas 1, 2, 3, utilizando os 

primers para Salmonella Typhimurium  Ladder – 100 pb. 
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PCR das amostras do esgoto bruto, L1 e L3, utilizando os primers para Salmonella 
Typhimurium. Ladder – 50 pb. 

 

Shigella spp. 

PCR das amostras do esgoto bruto, efluente do UASB e das lagoas 1, 2, 3 utilizando 
primers para Shigella spp. Ladder – 1kb. 

Terceira coleta Quarta coleta  

PCR das amostras de esgoto bruto, L1 e L3 utilizando primers para Shigella spp.  

Ladder – 1kb. 
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Shigella dysenteriae 

 
PCR das amostras do esgoto bruto, efluente do UASB e das lagoas 1, 2, 3 utilizando 

primers para Shigella dysenteriae.  Ladder – 100pb. 
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PCR das amostras de esgoto bruto, L1 e L3 utilizando primers para Shigella dysenteriae. 
Ladder – 50pb. 

 

Enterococcus spp 

 

PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB e das lagoas 1, 2,3 utilizando primers 
para Enterococcus spp Ladder – 100pb. 
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PCR das amostras de esgoto bruto, L1 e L3 utilizando primers para Enterococcus spp 
Ladder – 50pb. 

 

Helicobacter pylori 

 
PCR das amostras do esgoto bruto, efluente do UASB e das lagoas 1, 2, 3 utilizando 

os primers para Helicobacter pylori.  Ladder 100 pb 
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PCR das amostras do esgoto bruto, L1 e L3 utilizando primers para Helicobacter pylori 

Ladder – 1Kb.  
 



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

152 

Staphylococcus aureus 

 
PCR das amostras do esgoto bruto, efluente do UASB e das lagoas 1, 2, 3 utilizando os 

primers para Staphylococcus aureus.  Ladder 100 bp 
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PCR das amostras de esgoto bruto, L1, L3 utilizando primers para Staphylococcus 

aureus Ladder 100 bp 
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Yersinia enterocolitica 
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PCR das amostras do esgoto bruto, L1 e L3 utilizando primers para Yersinia enterocolitica - 

Ladder – 50 pb. 
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PCR das amostras do esgoto bruto, L1 e L3 utilizando primers para Yersinia enterocolitica - 
Ladder – 50 pb. 

 

Campylobacter jejuni 
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PCR das amostras do esgoto bruto, L1 e L3 utilizando primers para Campylobacter jejuni – 
Ladder – 1kb 
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PCR das amostras do esgoto bruto, L1 e L3 utilizando primers para Campylobacter 
jejuni - Ladder – 1kb 
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PCR das amostras do esgoto bruto, L1 e L3 utilizando primers para Campylobacter 
jejuni - Ladder – 1kb. 
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9.2 Estatística descritiva da quantificação de bactérias utilizando 

FISH 

Estatística descritiva da quantificação de E. coli pela técnica de FISH 

 Coleta EB L1 L3 
Coleta 1 1,3E+07 8,0E+06 6,8E+06 

Coleta 2 8,3E+06 5,4E+06 1,0E+07 

Coleta 3 5,9E+07 5,2E+06 8,8E+05 
Média aritmética 

Coleta 4 9,4E+06 6,0E+05 1,3E+05 

Coleta 1 1,3E+07 7,3E+06 6,8E+06 

Coleta 2 8,3E+06 5,3E+06 9,7E+06 

Coleta 3 5,8E+07 5,1E+06 7,8E+05 
Média geométrica 

Coleta 4 9,3E+06 6,0E+05 1,3E+05 

Coleta 1 1,3E+07 7,8E+06 6,8E+06 

Coleta 2 8,4E+06 5,4E+06 8,4E+06 

Coleta 3 6,4E+07 5,6E+06 9,2E+05 
Mediana 

Coleta 4 9,6E+06 6,0E+05 1,5E+05 

Coleta 1 1,5E+06 4,0E+06 9,6E+05 

Coleta 2 6,1E+05 1,1E+06 3,0E+06 

Coleta 3 1,1E+07 1,0E+06 4,8E+05 
Desvio padrão 

Coleta 4 1,6E+06 1,0E+05 2,9E+04 

Coleta 1 0,11 0,49 0,14 

Coleta 2 0,07 0,20 0,30 

Coleta 3 0,18 0,20 0,55 
CV 

Coleta 4 0,17 0,17 0,22 

Coleta 1 2,4E+12 1,6E+13 9,3E+11 

Coleta 2 3,8E+11 1,2E+12 9,1E+12 

Coleta 3 1,1E+14 1,1E+12 2,3E+11 
Variância 

Coleta 4 2,6E+12 1,0E+10 8,4E+08 

Coleta 1 1,3E+07 4,1E+06 5,9E+06 

Coleta 2 7,6E+06 4,2E+06 8,0E+06 

Coleta 3 4,7E+07 4,0E+06 3,9E+05 
Mínimo 

Coleta 4 7,6E+06 5,0E+05 1,0E+05 

Coleta 1 1,5E+07 1,2E+07 7,8E+06 

Coleta 2 8,8E+06 6,4E+06 1,3E+07 

Coleta 3 6,6E+07 5,9E+06 1,4E+06 
Máximo 

Coleta 4 1,1E+07 7,0E+05 1,5E+05 
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Estatística descritiva da quantificação de Salmonella spp pela técnica de FISH 

 Coleta EB L1 L3 
Coleta 1 1,3E+07 3,7E+06 4,1E+06 

Coleta 2 2,0E+07 9,8E+06 1,7E+07 

Coleta 3 8,0E+05 4,8E+04 4,8E+04 
Média aritmética 

Coleta 4 8,0E+05 5,0E+04 5,0E+04 

Coleta 1 1,1E+07 2,9E+06 4,0E+06 

Coleta 2 2,0E+07 9,4E+06 1,7E+07 

Coleta 3 8,0E+05 4,8E+04 4,8E+04 
Média geométrica 

Coleta 4 8,0E+05 5,0E+04 5,0E+04 

Coleta 1 1,2E+07 4,9E+06 3,5E+06 

Coleta 2 2,0E+07 1,0E+07 1,8E+07 

Coleta 3 8,0E+05 4,8E+04 4,8E+04 
Mediana 

Coleta 4 8,0E+05 5,0E+04 5,0E+04 

Coleta 1 7,8E+06 2,4E+06 1,2E+06 

Coleta 2 2,2E+06 3,3E+06 2,3E+06 

Coleta 3 0,0E+00 0,0E+00 0,0 
Desvio padrão 

Coleta 4 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 

Coleta 1 0,61 0,64 0,30 

Coleta 2 0,17 0,88 0,55 

Coleta 3 0,00 0,00 0,00 
CV 

Coleta 4 0,00 0,00 0,00 

Coleta 1 6,0E+13 5,8E+12 1,5E+12 

Coleta 2 4,9E+12 1,1E+13 5,1E+12 

Coleta 3 0,0E+00 0,0E+00 7,9E-23 
Variância 

Coleta 4 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 

Coleta 1 5,1E+06 9,6E+05 3,3E+06 

Coleta 2 1,8E+07 6,3E+06 1,5E+07 

Coleta 3 8,0E+05 4,8E+04 4,8E+04 
Mínimo 

Coleta 4 8,0E+05 5,0E+04 5,0E+04 

Coleta 1 2,1E+07 5,3E+06 5,5E+06 

Coleta 2 2,2E+07 1,3E+07 1,9E+07 

Coleta 3 8,0E+05 4,8E+04 4,8E+04 
Máximo 

Coleta 4 8,0E+05 5,0E+04 5,0E+04 
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Estatística descritiva da quantificação de Campylobacter spp pela técnica de FISH 

 Coleta EB L1 L3 
Coleta 1 4,0E+06 7,4E+05 1,2E+06 

Coleta 2 3,6E+06 1,0E+06 8,7E+05 

Coleta 3 3,9E+06 3,8E+05 3,7E+05 
Média aritmética 

Coleta 4 6,6E+06 3,0E+05 4,7E+05 

Coleta 1 4,0E+06 7,3E+05 1,2E+06 

Coleta 2 4,0E+06 7,3E+05 1,2E+06 

Coleta 3 3,9E+06 3,7E+05 3,7E+05 
Média geométrica 

Coleta 4 6,3E+06 3,0E+05 3,9E+05 

Coleta 1 3,7E+06 6,8E+05 1,2E+06 

Coleta 2 3,8E+06 1,0E+06 8,0E+05 

Coleta 3 4,0E+06 3,6E+05 3,4E+05 
Mediana 

Coleta 4 5,6E+06 3,0E+05 6,0E+05 

Coleta 1 7,1E+05 1,1E+05 1,1E+05 

Coleta 2 5,3E+05 0,0E+00 1,2E+05 

Coleta 3 2,3E+05 5,1E+04 5,6E+04 
Desvio padrão 

Coleta 4 2,4E+06 0,0E+00 2,8E+05 

Coleta 1 0,18 0,15 0,09 

Coleta 2 0,15 0,00 0,13 

Coleta 3 0,06 0,13 0,15 
CV 

Coleta 4 0,36 0,00 0,59 

Coleta 1 5,0E+11 1,2E+10 1,2E+10 

Coleta 2 2,8E+11 0,0E+00 1,3E+10 

Coleta 3 5,4E+10 2,6E+09 3,1E+09 
Variância 

Coleta 4 5,5E+12 0,0E+00 7,7E+10 

Coleta 1 3,5E+06 6,8E+05 1,2E+06 

Coleta 2 3,0E+06 1,0E+06 8,0E+05 

Coleta 3 3,6E+06 3,4E+05 3,4E+05 
Mínimo 

Coleta 4 4,8E+06 3,0E+05 1,5E+05 

Coleta 1 4,8E+06 8,7E+05 1,4E+06 

Coleta 2 4,0E+06 1,0E+06 1,0E+06 

Coleta 3 4,0E+06 4,3E+05 4,3E+05 
Máximo 

Coleta 4 9,2E+06 3,0E+05 6,5E+05 
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Estatística descritiva da quantificação de Enterococcus spp. pela técnica de FISH 

 Coleta EB L1 L3 
Coleta 1 2,7E+06 4,5E+05 0,0E+00 

Coleta 2 1,3E+06 0,0E+00 4,0E+05 

Coleta 3 9,4E+05 0,0E+00 4,8E+04 
Média aritmética 

Coleta 4 1,5E+06 5,9E+05 5,0E+04 

Coleta 1 2,7E+06 4,0E+05 - 

Coleta 2 1,3E+06 - 4,0E+05 

Coleta 3 9,2E+05 - - 
Média geométrica 

Coleta 4 1,4E+06 5,8E+05 5,0E+04 

Coleta 1 2,7E+06 4,8E+05 0,0E+00 

Coleta 2 1,4E+06 0,0E+00 4,0E+05 

Coleta 3 8,0E+05 0,0E+00 4,8E+04 
Mediana 

Coleta 4 1,6E+06 5,5E+05 5,0E+04 

Coleta 1 0,0E+00 2,4E+05 0,0E+00 

Coleta 2 5,1E+05 0,0E+00 0,0E+00 

Coleta 3 2,3E+05 0,0E+00 0,0E+00 
Desvio padrão 

Coleta 4 6,1E+05 5,8E+04 0,0E+00 

Coleta 1 0,00 0,54 - 

Coleta 2 0,38 - 0,00 

Coleta 3 0,25 - 0,00 
CV 

Coleta 4 0,42 0,10 0,00 

Coleta 1 0,0E+00 5,9E+10 0,0E+00 

Coleta 2 2,6E+11 0,0E+00 0,0E+00 

Coleta 3 5,4E+10 0,0E+00 0,0E+00 
Variância 

Coleta 4 3,8E+11 3,4E+09 0,0E+00 

Coleta 1 2,7E+06 1,9E+05 0,0E+00 

Coleta 2 8,0E+05 0,0E+00 4,0E+05 

Coleta 3 8,0E+05 0,0E+00 4,8E+04 
Mínimo 

Coleta 4 8,0E+05 5,5E+05 5,0E+04 

Coleta 1 2,7E+06 6,8E+05 0,0E+00 

Coleta 2 1,8E+06 0,0E+00 4,0E+05 

Coleta 3 1,2E+06 0,0E+00 4,8E+04 
Máximo 

Coleta 4 2,0E+06 6,5E+05 5,0E+04 
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Estatística descritiva da quantificação de E. coli pela técnica de FISH  

em cada coleta (Comparação FISH e Colilert®)  

 Coleta Esgoto bruto Lagoa 1 Lagoa 3 
1 3,9E+07 3,8E+06 1,5E+06 
2 9,8E+07 4,2E+06 2,6E+06 

3 8,3E+06 5,4E+06 1,0E+07 
4 2,5E+07 3,6E+06 3,6E+06 
5 5,9E+07 5,1E+06 8,8E+05 

Média aritmética 

6 9,4E+06 6,0E+05 1,3E+05 
1 3,8E+07 3,8E+06 1,5E+06 
2 9,6E+07 4,1E+06 2,5E+06 

3 8,3E+06 5,3E+06 9,7E+06 
4 2,4E+07 3,5E+06 3,6E+06 
5 5,8E+07 5,0E+06 7,8E+05 

Média geométrica 

6 9,3E+06 6,0E+05 1,3E+05 
1 4,12E+07 3,87E+06 1,50E+06 
2 1,04E+08 4,29E+06 2,32E+06 

3 8,44E+06 5,40E+06 8,44E+06 
4 2,81E+07 3,62E+06 3,86E+06 
5 6,43E+07 5,60E+06 9,17E+05 

Mediana 

6 9,65E+06 6,03E+05 1,51E+05 
1 9,4E+06 3,5E+05 2,3E+05 
2 1,9E+07 6,7E+05 7,7E+05 

3 6,1E+05 1,1E+06 3,0E+06 
4 7,1E+06 1,0E+06 5,4E+05 
5 1,1E+07 9,2E+05 4,8E+05 

Desvio padrão 

6 1,6E+06 1,0E+05 2,9E+04 
1 0,24 0,09 0,15 
2 0,20 0,16 0,30 
3 0,07 0,20 0,30 
4 0,29 0,29 0,15 
5 0,18 0,18 0,55 

CV 

6 0,18 0,17 0,22 

1 2,9E+07 3,5E+06 1,3E+06 
2 7,6E+07 3,5E+06 2,0E+06 
3 7,6E+06 4,2E+06 8,0E+06 

4 1,7E+07 2,5E+06 3,0E+06 
5 4,7E+07 4,0E+06 3,9E+05 

Mínimo 

6 7,6E+06 5,0E+05 1,0E+05 

1 4,8E+07 4,2E+06 1,7E+06 
2 1,1E+08 4,8E+06 3,5E+06 
3 8,8E+06 6,4E+06 1,3E+07 
4 2,9E+07 4,6E+06 3,9E+06 

5 6,6E+07 5,6E+06 1,4E+06 

Máximo 

6 1,1E+07 7,0E+05 1,5E+05 
     Obs. (média e desvio padrão de 6 contagens em triplicata por coleta) (em 100 mL de amostra). 
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9.3 Controle positivo das bactérias quantificadas por FISH 

E. coli (sonda ECO-1167) 

 
Hibridação in situ com células de E. coli e sonda ECO-1167 

Salmonella spp. (sonda Sal-3) 

 
Hibridação in situ com células de Salmonella spp. e sonda Sal-3 
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Enterococcus spp. (sonda Enc-38) 

 

 

Hibridação in situ com células de Enterococcus spp. e sonda Enc-38 

 

Campylobacter spp. (sonda CAJECO 1427) 

 

 

Hibridação in situ com células de Campylobacter spp. e sonda CAJECO 1427 

 



 

_________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 

162 

9.4 Dados de monitoramento do Colilert® 

Concentração afluente e efluente a cada unidade do tratamento 

(NMP/100mL). 
DATA 

Esgoto 
Bruto 

UASB Lagoa 1 Lagoa 2 Lagoa 3 

22/11/2007 3,2E+08 5,9E+06 1,8E+06 8,6E+03 1,4E+03 

20/12/2007 1,2E+08 1,3E+07 1,3E+05 6,0E+04 1,6E+03 

10/01/2008 1,5E+08 3,1E+07 3,2E+05 6,9E+04 4,4E+04 

20/02/2008 3,8E+07 1,8E+07 4,6E+05 7,5E+04 3,0E+04 

2/04/2008 2,1E+07 3,1E+07 9,8E+04 3,1E+04 6,3E+03 

07/05/2008 2,8E+07 6,2E+06 8,6E+05 2,3E+05 1,1E+05 

18/08/2008 3,4E+07 5,0E+06 7,6E+05 6,5E+04 1,1E+04 

17/07/2008 2,3E+07 7,7E+06 6,1E+05 9,3E+04 5,6E+04 

20/06/2008 5,0E+07 5,8E+07 1,8E+05 9,6E+04 1,6E+04 

17/07/2008 4,1E+08 2,5E+07 1,7E+06 2,0E+05 1,3E+05 

20/08/2008 5,1E+08 2,7E+07 1,7E+05 5,8E+04 1,2E+04 

17/09/2008 5,5E+08 6,1E+07 3,7E+05 2,0E+04 6,3E+03 

15/10/2008 3,0E+06 2,9E+06 1,6E+05 4,1E+03 4,1E+03 

19/11/2008 7,7E+07 2,6E+06 4,6E+05 4,2E+04 9,7E+03 

10/12/2008 4,6E+07 7,1E+06 6,6E+05 1,1E+04 1,0E+03 

28/12/2008 4,9E+08 2,2E+07 6,6E+05 8,1E+04 4,3E+04 

24/06/2009 2,4E+07 4,4E+06 2,2E+05 1,1E+05 6,3E+03 

16/07/2009 2,0E+08 8,6E+06 3,6E+05 7,0E+04 3,1E+03 
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9.5 Composição dos principais reagentes utilizados na execução 

das técnicas empregadas no presente trabalho  

TAE 50X, pH = 7,5 9 (Volume final: 1000 mL) 

� Pesar 242g de Tris e adicionar 57,1 mL de ácido acético glacial (capela de exaustão) 

e 100 mL de EDTA 0,5M (pH = 8,0). 

� Adicionar 600 mL de água Mili-Q.  

� Acertar o pH até 7,5 com adição de HCl. 

� Completar o volume com água Mili-Q até 1000 mL. 

TAE 1X 

� Adicionar 20 mL de TAE 50X em 980 mL de água Mili-Q. 

� Armazenar a temperatura ambiente. 

PBS 10X – (pH = 7,2 – 7,4) 

� Pesar 75,97 g de NaCl ou aliquotar 260 mL da solução de NaCl 5M. 

� Pesar 9,94 g de Na2HPO4.  

� Pesar 4,14 g de NaH2PO4. 

� Dissolver em 800 mL de água Mili-Q e levar ao Mag - Mix. 

� Ajustar o pH com micropérolas de NaOH até o valor 7,2 (adicionar aos poucos as 

micropérolas). 

� Completar o volume para 1000 mL com água Mili-Q. 

� Autoclavar e estocar a temperatura ambiente. 

PBS 1X 

� Adicionar 100 mL de PBS 10X em 900 mL de água Mili-Q. 

� Armazenar a temperatura ambiente. 

EDTA 0,5M, pH = 8,0 

� Pesar 18,61 g de EDTA. 

� Adicionar 80 ml de água destilada. 

� Levar no Mag Mix e adicionar micropérolas de NAOH para dissolver a solução. 

� Ajustar o pH para 8,0 com HCl. 
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� Autoclavar e estocar a temperatura ambiente. 

NaCl 5M 

� Pesar 292 g de NaCl. 

� Adicionar 800 ml de água destilada. 

� Ajustar o volume para 1000 ml. 

� Levar no Mag Mix para misturar bem. 

� Autoclavar e estocar a temperatura ambiente. 

Tampão TE  

� Aliquotar 1 mL da solução de Tris-HCl (pH = 8,0) e 0,2 ml de solução de EDTA 

(0,5M, pH = 8,0), adicionar 80 mL de água Mili-Q. 

� Ajustar o pH para 8,0. 

� Completar o volume para 100 ml com água Mili-Q. 

� Autoclavar e estocar a temperatura ambiente. 

Tampão TEN 

� Aliquotar 1 mL da solução de NaCl (0,5M) e 49 ml de solução de TE 1X. 

� O pH já estará ajustado para 8,0. 

� Autoclavar e estocar a temperatura ambiente. 

Álcool Isoamílico:Clorofórmio (1:24) (Volume final 100 ml) 

� Aliquotar 4 mL de Álcool Isoamílico (AIA) em capela de exaustão. 

� Adicionar 96 mL de Clorofórmio em capela de exaustão. 

� Estocar na geladeira em frasco escuro. 

Tampão de Fixação (Volume final 50 mL) 

� Aquecer 40 ml de água destilada a 55ºC; 

� Adicionar 150 �l de 1M NaOH; 

� Adicionar 2g de paraformaldeido; 

� Dissolver o paraformaldeido  

� Adicionar 5 ml de PBS 10X; 

� Ajustar o pH para uma faixa de 7,2 a 7,4 com HCl concentrado 
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� Completar o volume para 50 ml com água destilada armazenar em geladeira (até 10 

dias). 

Tampão de Hibridação FISH (Bactéria) – Estoque -(Volume final 500 mL) 

� Aliquotar 90 mL da solução de NaCl (5M). 

� Aliquotar 5 mL da solução de EDTA (0,5M; pH = 8,0). 

� Aliquotar 10 mL da solução de Tris-HCl (pH = 8,0). 

� Aliquotar 0,250 mL da solução de SDS 20%. 

� Completar o volume para 500 mL com água destilada. 

� Transferir para Frasco Schott, autoclavar e estocar a temperatura ambiente. 

Tampão de Lavagem – (Bactéria) – Estoque -(Volume final 500 mL) 

� Aliquotar 5 mL da solução de EDTA (0,5M; pH = 8,0). 

� Aliquotar 0,250 mL da solução de SDS 20%. 

� Aliquotar 10 mL da solução de Tris-HCl (pH = 8,0). 

� Completar o volume para 500 mL com água destilada. 

� Transferir para Frasco Schott, autoclavar e estocar a temperatura ambiente. 

Tris-HCl (100 mL) 

� Pesar 12,1 g de Tris base. 

� Adicionar 80 ml de água destilada. 

� Ajustar o pH para uma faixa entre 7,5 a 8,0 com HCl concentrado. 

� Completar o volume para 100 ml. 

Acetato de sódio 3M, pH = 5,2 

� Pesar 40,83 g de acetato de sódio trihidratado (CH3COONa3H2O) 

� Adicionar 80 ml de água Mili-Q. 

� Ajustar o pH para 5.2 com ácido acético glacial. 

� Autoclavar e estocar a temperatura ambiente. 

Agarose 1% 

� Pesar 3,0 g de agarose. 

� Dissolver em 300 mL de TAE 1X. 
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� Levar ao microondas até dissolver a agarose completamente. Ir aquecendo por 30 

segundos e agitando o frasco Schott com cuidado. 

Brometo de Etídio  

� Retirar a solução de brometo de etídio da geladeira com luva. 

� Adicionar uma gota dessa solução em 400 ml de água destilada. 

� Atenção: todo o manuseio do brometo deve ser feito com luva! 

Ladder 1 Kb (Corrida em gel de agarose) 

� Aliquotar em um tubo eppendorf 50 µL de Ladder. 

� Adicionar 50 µL de Loading. 

� Adicionar 200 µL de água Mili-Q. 

� A relação, portanto, é 1 µL de Ladder : 1 µL de Loading : 4 µL de H2O. 

Fenol equilibrado 

� Fazer sempre a metade do volume total do frasco, visto que o fenol tem maior 

durabilidade sem o tampão. 

� Adicionar 50 mL de fenol e 2,5 mL de tampão fenol (procedimento tem que ser feito 

em capela de exaustão com uso de luvas). 

� Esperar formar as duas fases no frasco mantendo-o dentro da geladeira, pois a 

formação das duas fases indica que o pH atingiu o valor de 8,0. 

SDS 20% 

� 20g SDS (mesmo que Lauryl sulfate) em 100mL de água Mili-Q. 

� Aquecer para dissolver. 

� Armazenar a temperatura ambiente. 

(Colaboração: CAMPOS, A.P., 2010) 
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