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RESUMO

A contaminagdo de recursos hidricos por residuos fecais representa uma grande ameacga a saide humana, seja por
consumo direto ou indireto, como por exemplo usos recreacionais e irrigagdo. Consequentemente, assegurar a qualidade
dos corpos hidricos é de suma importancia para que seja garantida a qualidade de vida de uma populagdo. Uma
importante ferramenta para certificar a qualidade de um corpo receptor ¢ a identificacdo de fontes de contaminagdes.
Neste trabalho, tal identificagcdo foi feita através do rastreamento de fontes microbianas pela utilizagdo de micro-
organismos termotolerantes. Para executar o rastreamento, foram coletadas amostras do esgoto bruto, proveniente de
uma estacdo de tratamento da area de estudo, e amostras de fezes de diversos animais, que poderiam estar diretamente
ligadas a qualidade do corpo receptor. A partir destas amostras foi possivel fazer o isolamento de 374 potenciais cepas
hospedeiras de Enterococcus. Posteriormente, foi feita a identificagdo de bacteriofagos. Toda a metodologia foi
desenvolvida para eliminar possiveis hospedeiros que ndo atendiam aos requisitos necessarios, tal qual uma triagem de
isolamento. Na triagem, as cepas foram divididas em 4 quatro grupos, sendo o grupo 1 o mais abrangente, com 263
potenciais hospedeiros, ¢ 0 grupo 4 o mais seleto, com 32 hospedeiros. Dessa forma, com base nas informagdes do
grupo 4, foi possivel identificar que 50% dos hospedeiros encontrados no corpo receptor eram provenientes de
contaminacdo fecal de origem humana, ou seja, de esgoto bruto. Apesar da metodologia apresentada ter obtido éxito,
ainda ndo ha uma metodologia padrdo para o rastreamento de fontes microbianas. Sendo assim, faz-se necessario o
desenvolvimento de mais estudos acerca do assunto, visto que tal técnica pode auxiliar 6rgdos e autoridades
competentes no que diz respeito ao controle da qualidade de recursos hidricos, através da identificagdo dos individuos
poluidores.
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INTRODUGAO

O despejo das aguas residuarias nos ecossistemas aquaticos ¢ a principal causa da poluicdo ambiental, resultando na
queda da qualidade sanitaria dos recursos hidricos e danos tanto a saude humana quanto ao meio ambiente.A
contaminagdo das aguas superficiais com fezes tanto de origem humana quanto ndo humana leva ao aumento do risco
de exposi¢cdo da saude publica a patogenos através do abastecimento de agua, aqiiicultura e atividades recreacionais
(CRAUN et al., 2010). Ainda, a presenca de patdgenos também compromete os diversos usos da agua, principalmente
em regides tropicais onde o clima ¢ favoravel ao crescimento desses microrganismos.

Contaminagdo fecal de origem humana apresenta maior risco a satde publica, devido a especificidade dos virus
causadores de doencgas, contudo a matéria fecal de origem ndo humana também representa um risco potencial de
infecg¢@o por patégenos zoondticos, tais como Giardia spp. e Cryptosporidium spp. (PURNELL; EBDON; TAYLOR,
2011). Sendo assim, a identificagdo da fonte de contaminagio fecal ¢ uma importante medida para avaliacdo dos riscos
a saude publica e para definigdo de estratégias de gestdo.

Tradicionalmente a avaliagdo da qualidade microbioldgica das aguas ¢é feita através do monitoramento de
microorganismos indicadores da presenga de matéria fecal devido, principalmente, a inviabilidade de identificagdo de
todos 0s microorganismos presentes nos corpos aquaticos.

Os microrganismos mais frequentemente utilizados como indicadores s@o os coliformes termotolerantes, Escherichia
coli e Enterococos em conseqiiéncia da constante presenga desses microrganismos em grandes quantidades no trato
gastrointestinal da maioria dos animais de sangue quente (TRAN; GIN; NGO, 2015). Contudo, a utilizagdo desses
organismos para deteccdo e avaliagdo de patogenos € desafiadora visto que esses microorganismos podem se multiplicar
em aguas naturais sob condi¢des favoraveis, tais como em temperaturas mornas (VOGEL et al., 2007). Além disso, os
organismos indicadores ndo sdo capazes de distinguir as fontes de contaminagdo, resultando na subestimagdo ou
superestimacdo dos potenciais riscos a satide humana uma vez que determinadas fontes fecais representam maior risco
que outras (PURNELL; EBDON; TAYLOR, 2011).
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Portanto, um conhecimento mais profundo acerca das fontes de poluicdo fecal que afetam a qualidade das aguas
superficiais ¢ de fundamental importancia para a melhoria da gestdo dos recursos hidricos, permitindo a adogdo de
medidas mitigadoras mais apropriadas ao tipo de contaminagéo, sendo assim menos dispendiosa e mais eficiente.

Como alternativa surge o rastreamento de fontes microbianas que envolvem uma série de técnicas que objetiva a
identificag¢@o da contaminagdo fecal em aguas superficiais e subterraneas. O rastreamento de fontes microbianas ¢ uma
area que estd avancando rapidamente, porém atualmente ainda ndo ha uma metodologia padrdo disponivel para a
identificagdo das fontes de contamina¢do em todas as situagdes. Dentro dessa perspectiva, o presente avaliou a
capacidade de identificag@o de fontes de poluigdo fecal através de bacteriofagos de cepas hospedeiras de Enterococos.

METODOLOGIA
COLETA DAS AMOSTRAS

Amostras de fezes de animais foram coletadas para o isolamento de potenciais cepas hospedeiras de Enterococos e para
subseqiiente deteccdo de bacteriofagos. O material fecal incluiu amostras provenientes de galinhas, porcos, alpacas,
patos, gansos, cavalos e vacas. Amostras de esgoto bruto de uma estagdo de tratamento de esgoto da regido
metropolitana de Londres, na Inglaterra, foram coletadas para servir como amostras fecais de origem humana. A
populagdo equivalente da regido ¢ de 3,5 milhdes de habitantes.

LOCAL DO EXPERIMENTO

O estudo foi desenvolvido na Unidade de Pesquisa de Meio Ambiente e Saude Publica (EPHRU) da Escola de Meio
Ambiente e Tecnologia da Universidade de Brighton, em Brighton, Reino Unido. No laboratério, as amostras de fezes
foram homogeneizadas em solucdo Ringer estéril. As amostras coletadas para o isolamento de Enterococos foram
processadas imediatamente.

ISOLAMENTO PRESUNTIVO DAS CEPAS HOSPEDEIRAS DE ENTEROCOCOS

As potenciais cepas hospedeiras foram obtidas a partir das amostras fecais coletadas e da amostra de esgoto bruto.
Séries de diluigdes decimais (107!, 102, 1073, 104, 10, 10°) foram preparadas das quais foram retirados 100uL para a
semeadura de placas de petri contendo o meio seletivo m-Enterococcus Agar. As placas foram incubadas a 37°C por 44
horas.

Ap6s a incubagdo, as placas contendo entre 10 e 60 unidades formadoras de coldnias (UFC) foram transferidas para
placas contendo agar Bile Esculina (Oxoid) e incubadas por mais 4 horas a 44°C. As amostras apresentando
escurecimento devido a hidrdlise da esculina (Figura 1) foram semeadas em placas de petri contendo o meio m-
Enterococcus Agar objetivando a obten¢do de amostras puras.
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Figura 1:Placa de petri apresentando hidroélise da esculina. Fonte: Autor do Trabalho.

Posteriormente, as amostras foram submetidas ao teste de coloragdo de Gram (Figura 2). As presuntivas cepas
hospedeiras de Enterococos (hidrolise da esculina, Gram positiva) foram incubadas & 37°C por 24 h em caldo soja
tripticaseina (TSB).

Trabalho.

As cepas que apresentaram crescimento satisfatorio foram semeadas em meio liquido e incubadas a 37°C por 24 horas.
Os tubos que apresentaram crescimento (turbidez das amostras) foram selecionados. Uma aliquota de 200 pL de cada
amostra foram adicionadas a 10 mL de caldo soja tripticase (TSB) e incubadas & 37°C por 4 horas. As suspensdes foram
posteriormente utilizadas para a enumeragdo dos bacteriéfagos.

ENUMERAGAO DOS BATERIOFAGOS

As amostras fecais previamente homogeneizadas foram diluidas (1:10 v/v) em solucdo Ringer e centrifugadas a 3000g
por 10 minutos. Os sobrenadantes resultantes foram filtrados em filtros seringa (Milipore) de 0,22 um para a obtengdo
da suspensdo viral.
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Os bacteriofagos foram enumerados através do método da camada dupla, utilizando o agar soja tripticase (TSA) em
ambas as camadas. As concentragdes de agar tanto na camada superior quanto na camada inferior utilizadas
correspondem as concentragdes estabelecidas na ISO 10705/2.

As suspensdes contendo os Enterococos em fase exponencial foram despejados na superficie das placas de petri
contendo as camadas duplas de TSA. Uma aliquota de 1 mL da suspenséo viral de cada amostra foi derramado sobre a
camada hospedeira de Enterococos.Apds solidificagdo, as placas foram vertidas e incubada a 37°C por 24 horas e, em
seguida, observadas e quantificadas quanto a formagao de zonas de lise (zonas claras) dentro da camada de bactérias,
indicando a presenga de fagos. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de placa por mL (UFP/mL) de
amostra.

TRIAGEM DE ISOLAMENTO

Com o intuito de reduzir racionalmente a grande quantidade inicial de potenciais hospedeiros de Enferococos, através
da eliminac@o das cepas que ndo atendiam aos requisitos necessarios para serem consideradas hospedeiras, foi adotada
uma abordagem de triagem utilizando grupos (Figura 3).

Grupo 4
Potenciais
hospedeiros de
Enterococos

: A

Figura 3: Abordagem de triagem para o isolamento de cepas hospedeiras de Enterococos. Fonte: Adaptado de
PURNELL, EBDON e TAYLOR (2011).

O grupo 1 corresponde as cepas que foram confirmadas como presuntivas,ou seja, que apresentaram hidrolise da
esculina, que foram identificadas como Gram positivas e que apresentaram bom crescimento apds 24 h de incubagio a
37°C em meio TSB.

O grupo 2 compreende as cepas da camada 1 que apresentaram bacteriéfagos em pelo menos uma UFP por 100 mL. No
grupo 3 se encontram as cepas da camada 2 que apresentaram especificidade a fontes fecais ou grupos fecais. O grupo
4, por sua vez, compreende as cepas da camada 3 que além de apresentarem especificidade também apresentaram mais
de 100 UFP por 100 mL.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as potenciais cepas hospedeiras de Enterococos proveniente de varias fontes fecais de acordo com
a abordagem de triagem adotada.
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Tabela 1. Designacdo das potenciais cepas hospedeiras de Enterococos provenientes de diversas fontes fecais.

N° de cepas
Origem do
. N° de amostras
hospedeiro Grupo 1 Grupo 2 (%) Grupo 3 (%) Grupo 4 (%)
Galinha 5 27 8 (30) 6(22) 2(7)
Porco 5 44 15 (34) 12 (27) 2(4)
Pato 5 33 9 (27) 721) 3(9)
Cavalo 2 14 1(7) 1(7) 0(0)
Gado 3 48 21 (44) 19 (40) 9(19)
Esgoto bruto 6 97 51 (63) 47 (48) 16 (17)
Total 26 263 105 (40) 92 (35) 32 (12)

Ao todo 374 potenciais hospedeiros de Enterococos foram isolados, dos quais 263 foram classificados no grupo 1. Em
38% dos hospedeiros do grupo 1 foram detectados bacteridfagos, sendo estes classificados como pertencentes ao grupo
2. Dentre os hospedeiros do grupo 2, a porcentagem mais alta corresponde aos fagos detectados nas cepas provenientes
do esgoto bruto. Um total de 92 cepas foram designadas como pertencentes ao grupo 3 por apresentarem especificidade
a fontes fecais. Desse grupo, a maior porcentagem, cerca de 48% das cepas, foram especificas de Enterococos
provenientes do esgoto bruto. O grupo 4 compreendeu os 32 hospedeiros que apresentam uma concentracdo de fagos
superior & 1x10% mL, os quais 50% provenientes de esgoto bruto.

CONCLUSAO

A metodologia adotada para isolamento de potenciais cepas hospedeiras de Enterococos se apresentou satisfatoria, permitindo
a identificacdo da fonte de poluicdo fecal através da aclo de bacteridfagos especificos de cada cepa hospedeira. Essa
metodologia também se destaca pela facilidade em se isolar Enterococos e pela sua presenga em animais de sangue quente.

Ainda, essa metodologia serve de subsidio para as agéncias ou 6rgaos fiscalizadores da qualidade de corpos aquaticos, visto
que uma vez conhecido a fonte de poluic@o € possivel rastrear os possiveis responsaveis e entdo tomar as devidas medidas de
remediagdo e de punigdo, quando cabivel. Sendo assim, essa metodologia pode se configurar como uma importante
ferramenta da gestao dos recursos hidricos.

Apesar da metodologia apresentada ter obtido éxito, ainda ndo ha uma metodologia padrdo para o rastreamento de
fontes microbianas. Sendo assim, faz-se necessario o desenvolvimento de mais estudos acerca do assunto, visto que tal
técnica pode auxiliar o6rgdos e autoridades competentes no que diz respeito ao controle da qualidade de recursos
hidricos, através da identificag@o dos individuos poluidores.
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