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COLIFORMES FECAIS EM AGUAS DE ESGOTO.
Il. TRANSFERENCIA DE MARCADORES E PRESENGCA DE PLASMIDEOS

ANA CAROLINA PAULO VICENTE, JOSE CAVALCANTE DE ALBUQUERQUE RIBEIRO
DIAS & ERNESTO HOFER

Instituto Oswaldo Cruz, Departamento de Bacteriologia, Caixa Postal 926, 20001 Rio de janeiro, RJ, Brasil

Fecal coliforms in sewage treatment: IL. Genetic transfer and plasmids — The transference of
the genetic markers and the presence of DNA plasmidial in 240 cultures of Escherichia coli was

investigated.

The strains were originated from Waste Treatment Plant (inffluent and effluents) located in

Itha do Governador, Rio de Janeiro.

By conjugation analysis, E. coli K 12 allowed the isolation of the transconjugants resistent fo
antibiotics Su, Sm, Te, Cm, Ap; heavy metals {Cu, Hg and Zn) and colicinogenic factors (1a, Ib and
V) mainly in coliforms isolated Cm and Ap from the terminals of the treatment plant.

The percentual distribution of the plasmids was prevalent in the cultures of E. coli originated
from material collected in the effluents and reached a rate higher than 65%.
Key words: sewage treatment — Escherichia coli — R, Col, Cu, Hg and Zn plasmids

Os problemas de ordem microbioldgica
decorrentes do lancamento de dguas de esgotos
no meio ambiente, em particular em diferentes
sistemas aqudticos (rios, lagoas e mares) foram
apontados e discutidos em varios periodos por
Dienert & Guillerd, 1940: Mishra & Rao, 1967,
Brisou, 1968; Hofer & Costa, 1972; Grimes et
al., 1984 e Martins et al., 1984.

A situacdo se torna mais complexa quando
da veiculagio para o meio ambiente de bacté-
rias albergando fatores genéticos de importan-
cia médica (Grabow et al., 1975; Varma et al,,
1976; Beil, 1978; Timoney et al., 1978; Bell
et al., 1980; Dhillon & Dhillon, 1981; Cimara
et al., 1982: Sato et al., 1983; Al-Jebouri, 1985
e Rowbury, 1985},

Tais fatores estdo associados a plasmideos,
que podem se transferir intergenericamente nos
constituintes da familia Enterobacteriaceae
(Anderson, 1968), inclusive envolvendo a aqui-
sicdo destes elementos genéticos por represen-
tantes patogénicos como Salmonella ¢ Shigella.

Considerando as possiveis implicagOes de or-
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dem ecologica ¢ sanitdria do problema, objeti-
vou-se analisar alguns modelos de marcadores
genéticos, incluindo o DNA plasmidial, em coli-
formes fecais isolados de estagdo de tratamento
de esgotos da cidade do Rio de Janeiro,

MATERIAL E METODOS

Amostragem: foram analisadas 240 culturas
de Escherichia coli isoladas de afluente e efluen-
tes da Estacdo de Tratamento de Esgotos da
Ilha do Governador (ETIG), localizada no mu-
nicipio do Rio de Janeiro, RJ.-Em estudos pre-
liminares investigou-se a resisténcia a antimicro-
bianos e metais pesados, acrescida da pesquisa
de colicina (Dias et al., 1987).

Experimentos de conjugacdo: as amostras de
E. coli com marcadores genéticos foram utiliza-
das como doadoras e, como receptoras as cultu-
ras padrio de E. coli K 12 C 600 Nal® (Labora-
torio de Fisiologia Celular, Instituto de Biofisi-
ca, UFRJ) ¢ K 12 SmT (Departamento de Biolo-
gia Molecular, Universidade de Edimburgo,
Escécia).

As misturas conjugantes, incubadas em
banho-maria, por 24 h a 37°C foram semeadas
em placas com Agar Mueller-Hinton (Difco) ou
Agar Nutriente (Difco), contendo drogas nas se-
guintes concentra¢des: sulfadiazina (Su) e sulfa-
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to de cobre (Cu), 200 ug/ml; sulfato de zinco
(Zn), 100 ug/ml; tetraciclina (Tc¢), cloranfeni-
col (Cm) e canamicina (Km), 20 ug/ml; estrep-
tomicina (Sm), ampicilina (Ap) e gentamicina
(Gm), 10 ug/ml e cloreto de mercirio (Hg),
5 ug/ml.

Na dependéncia da cepa receptora utilizada
(Sm! ou Nall'), concentracdes de 20 e 100 ug/ml
respectivamente, foram também incorporadas
a0 meio para contra-selecio da amostra doado-
Ia.

[solamento de DNA plasmidial: foram utili-
zados os métodos de Birnboim & Doly (1979) e
Kado & Liu (1981), submetendo as suspensoes
de DNA em gel de agarose (0,7 g%) a eletrofo-
rese, corando-se posteriormente, com solugio
de brometo de etidio (1 ug/ml) e revelando-se
por transilumina¢do com lampadas U. V.

Andlise estatistica: nos resultados referentes
a detec¢do de plasmideos em amostras de
E. coli 1soladas de afluente e efluentes aplicou-
s¢ 0 teste nio paramétrico de qui-quadrado,
considerando a rejeicdo da hipdtese nula, ao
nivel de p <0,01.

RESULTADOS

A Tabela I ressalta a prevaléncia de marcado-
res genéticos nas amostras de Escherichia coli

isoladas dos efluentes (90,0 e 95,0%).

Com o intuito de se promover um melhor
reconhecimento dos perfis genéticos das cultu-
ras e, subsequentemente a transferéncia de
marcos, 0s dados da Tabela 1 foram subdividi-
dos pelas quatro coletas realizadas (Tabelas II
a V). Assinala-se neste sentido o encontro de
maior heterogeneidade de perfis nas culturas
isoladas nas terceira e quarta coletas (Tabelas
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III ¢ IV). Por outro lado, a positividade de
transteréncia de marcos por conjugagdo, reve-
lou-se mais acentuada nos coliformes isolados
nas duas fases iniciais da investigacdo (Tabelas
[ell).

A Tabela VI evidencia a deteccio de DNA
plasmidial na amostragem, particularmente ex-
pressiva nas culturas originarias dos efluentes
(66,5 ¢ 75,0%) ¢ com significincia estatistica
(p <0,01).

DISCUSSAQ

E relevante o percentual de culturas de
E. coli com marcadores, oriundas do afluente
(Tabela 1) retratando a possivel pressdo seletiva
a que estdo submetidas no hospedeiro humano,
pelo reconhecimento de que a descarga fecal
que aflui 4 estacdo, corresponde em sua maioria,
a esgotos domésticos. OQutro dado de destaque
nesta tabela, diz respeito 4 prevaléncia de amos-
tras com determinantes genéticos nos efluentes
(decantador e digestor secunddrios), exibindo
taxas superiores dquela identificada a partir do
afluente. Achados semelhantes foram descritos
por Grabow, Van Zyl & Prozesky (1976) e Bell
(1978), em estudos sobre a prevaléncia de fato-
res R em coliformes fecais de dguas de esgoto.

Analisando os perfis genéticos das culturas e
os resultados dos experimentos de conjugacdo,
por setores de colheita, salienta-se a discreta
transferéncia de marcadores nas amostras origi-
ndrias de afluente, nas quatro coletas realizadas
(Tabelas II, III, IV e V), embora se tenha evi-
denciado o fenbémeno na maioria dos determi-
nantes, excetuando-se Cm, Km e Cu. Em con-
traposi¢8o, Cdmara et al. (1982) assinalaram a
transferéncia dos marcos Cm e Km em amostras
de Salmonella provindas de afluente de outra
estacdo de tratamento desta cidade.

TABELA1

Distribuicfo numerica e percentual das culturas de Escherichia coli portadoras de marcadores genéticos
isoladas da Estagdo de Tratamento da Ilha do Governador

Culturas com marcadores genéticos

Setor Culturas isoladas
N© %
Afluente 80 52 65,0
Efluente do decantador secunddrio 80 76 95.0
Efluente do digestor secunddrio 80 72 90,0
Total 240 200 83,0
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Distribui¢ido dos perfis genéticos e marcadores transferidos por conjugacdo entre as culturas de Escherichia coli
isoladas da Estacio de Tratamento da Itha do Governador na primeira coleta

TABELA 1I

AmMmostras
Setor examinadas Perfil genético Marcadores transferidaos
Positivas  Total
sensivel-Col™ (1)* N.R.**
Hg (1) —
Zn {13 —
Afluente 2 19 Cu-Zn (2) B
Heg-Zn (2) Hg (1)
Su-Sm-Te-Cm-Ap-Hg (1) Sm, Ape Hg (1)
senstvel-Col ™ (4) N.R.
Efluente do Zn (14) -
decantador 1 16
secundario Tc-Zn (1) Te (1)
Su-Zn-Col V (1) —
Cu {3) —
Cu-Hg (4) Hg (2)
Efluente do Cu-Zn (2) —
digestor 10 20 Hg-Zn (7) Hg (4)
secundario Te-Heg-Zn (1) Tc (1)
Cu-Hg-Zn (2) Hg (2)
Su-Sm-Tc-Cm-Ap (1) SueCm (1}

* (s nlimeros entre parénteses exprimem fregliencia numerica.
** Nio se realizou experimento de conjugagao.

Distribui¢io dos perfis genéticos e marcadores transferidos por conjuga¢do entre as culturas de Escherichia colt
isoladas da Estacdo de Tratamento da Itha do Governador na segunda coleta

TABELA 111

Amostras
Setor examinadas Perfil genético Marcadores transferidos
Positivas  Total

Afluente 0 20 sensivel-Col™ (20)* N.R.**
Efluente do
decantador 20 20 Col 1,4-Iy-V (20} Coll,, Iy e V (20)
secundario

sensivel-Col ™~ (1) N.R.

Cu (D) -

Sm-Te (1) —
Efluente do Sm-Cu (1) -
digestor 6 19 Su-Col I-V (1) -
secundario Sm-Te-Col IV (1) Sme Tc (1)

Su-Sm-Tc-Ap-Hg (4)
Su-Sm-Col 1p-V-Cu-Zn (1)
Su-Sm-Tc-Ap-Col 1-V-Hg (1)

Su, Sm e Ap (4)

Su, Sm, Te, Ap, Col I, V (1)

* (s nimeros entre parénteses exprimem freqii¢ncia numénca.
** Nao se realizou experimento de conjugagao,
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TABELA IV

Distribuicdo dos perfis genéticos ¢ marcadores transferidos por conjugacao entre as culturas de Escherichia coli
isoladas da Estacdo de Tratamento da Ilha do Governador na terceira coleta

Amostras

examinadas

Sctor Perfil genético Marcadores transferidos

Positivas  Total

sensivel-Col (7)*
Tc (1) —
Ap (1)

Zn (8)

Su-Sm (2)
Su-Tc (1) -
Su-Sm-Te (1) —
Su-Sm-Tc-Cm-Hg (2) —

Afluente 1 13

Cua (7) —
Hg (4} —
Sm-Te (3) —
Tec-Ap (1)
Ap-Hg (1)
Cu-Hg (2) —
Sm-Tc-Cu (1) —
Su-Sm-Tc-Km-Ap (1) -

Efluente do
decantador 1 20
secundario

Cm-Km-Ap (1) _
Cm-Km-Nal (1) —
Cm-Km-Gm (1) —

Su-Cm-Km-Gm (1)
Tc-Cm-Km-Ap (1)

Te (1)

Cm-Km-Nal-Gm (1) -

Sm-Cm-Km-Ap-Gm (1)
Cm-Km-Ap-Gm-Zn (2)
Sm-Tc-Cm-Km-Ap-Gm (1)
Su-Tc-Cm-Km-Ap-Nal-Gm (2)
Su-Cm-Km-Nal-Gm-Cu-Zn (1)

Efluente do
digestor 6 20
secundario

Cme Ap (1)

Su, Tce Ap (1)
SueCull)

Sm-Cm-Km-Ap-Nal-Gm-Zn (1) —

Su-Sm-Cm-Km-Ap-Nal-Gm-Zn (2)
Su-Te-Cm-Km-Ap-Nal-Cu-Zn (1)

Su, Ape Cu (1)

Sm-Cm-Ap-Nal-Gm-Cu-Hg-Zn (1) —
Su-Sm-Tc-Cm-Km-Ap-Nal-Gm-Zn (1) —
Su-Tec-Cm-Ap-Nal-Gm-Cu-Hg-Zn (1) Su, Ap,Cue Hg (1)

* s nuimeros entre parénteses exprimem freqiiéncia numérica.

** Nio se realizou experimento de conjugagio.

No que se refere aos efluentes, tanto as
amostras de E. coli do digestor secunddrio, co-
mo as do decantador apresentaram comporta-
mento similar nos testes de conjugacdo. As cul-
turas isoladas do digestor revelaram uma mul-
tiplicidade de combinac¢@es de perfis genéticos,
entretanto a transferéncia, quando observada
incidiu particularmente nos coliformes com
maior expressdo numérica de marcadores {Ta-
belas II a V). Por sinal, Grabow et al. {1975)
chamaram a atenc¢do para as progressdes nas ta-
xas de coliformes R+ nos setores terminais de
sistemas de tratamento de esgotos.

Qutro elemento de abordagem situa-se na

identificacio de DNA plasmidial nas culturas
de E. coli (Tabela VI), com diferenga significa-
tiva entre as taxas obtidas para os coliformes
oriundos dos efluentes e aqueles provindos do
afluente. A expressdo deste resultado caracte-
riza bem a vantagem seletiva dos coliformes
portadores de plasmideos frente ao tratamento
bioldgico de esgotos. Alids, Sato et al. (1983)
detectaram a presen¢a de E. coli enterotéxica
em dguas e esgoto em nosso meio, € Vinhas &
Almeida (1984) apontaram a presenga de plas-
mideo expressando concomitantemente resis-
téncia a antibiéticos e produgdo de colicina em
Salmonella typhimurium isoladas de dguas de
esgoto.
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TABELA YV
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Distribuicao dos perfis genéticos e marcadores transferidos por conjugagao entre as culturas de Escherichia coli
isoladas da Estacdo de Tratamento da Itha do Governador na guarta coleta

Setor

Amostras
examinadas

Positivas

Total

Perfil genético

Marcadores transferidos

Afluente

Efluente do
decantador
secundario

Efluente do
digestor
secundario

20

20

13

sSm(2)*

Tc (1)

Km (2)
Col V(1)
Su-S5m (1)
Su-Te (2)
Sm-Tc (1)
Sm-Km (6)
Cm-Km (1)
Km-Ap (2}
Su-Te-Km-Col V (1)

Te(l)

Te-Col V (2)
Sm-Tc-Col V (1)
Su-Sm-Tc-Ap (6)

Tc-Cm-Km-Ap-Nal-Gm (1)
Sm-Te-Cm-Km-Gm-Cot V (1}
Sm-Te-Cm-Km-Ap-Nal-Col V (1)
Su-Sm-Te-Cm-Kim-Ap-Nal-Gm (3)

Sm-Te-Cm-Km-Ap-Nal-Gm-Col V (4)

sensiveis-Col™ (7)

Tc (1)

Col Ez (1)

n (1)

Sm-Tc¢ (1)

Tc-Zn (1)

Su-Sm-Zn (1)

Culol E{-E4 (1)
Cu-Zn-Col E ;-E,-V (3)
Cu-Col EI-EE-Ib-v {1)
Su-Sm-Tc-Cm-Ap-Zn (2)

Sue Tc(2)

-

sueCol V(1)

Ap(l); TceAp (3)e
Su, Tce Ap (1)

Su, Sm, Te,Cm e Ap (1)

* (s nameros entre parénteses exprimem freqiiencia numenca,
** Nio se realizou experimento de conjugacio.

TABELA VI

Distribuicio numérica e percentual das culturas de Escherichia coli portadoras de plasmideos, isoladas nas
quatro colheitas realizadas na Estacdo de Tratamento da Ilha do Governador

Culturas com DNA plasmidial

Numero de
Setor culturas isoladas NO %
Afluente 80 20 250
Efluente do decantador secunddrio 80 60 75,0
Efluente do digestor secunddrio 80 53 66,5
Total 240 133 554

x% = 46,10 (p < 0,01
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Um outro aspecto merecedor de estudos
mais aprofundados no tuturo, relaciona-se¢ aos
resultados da Tabela VI com os discriminados
nas Tabelas II a V. Neste caso questiona-se a
ndo transferéncia de marcadores em muitas das
culturas isoladas dos efluentes e afluentes. As
possiveis explicagdes podem estar relacionadas
a localizacdo cromossdOmica desses marcadores;
a alteragdes genéticas nos plasmideos, onde es-
tariam situados os genes para a expressdo das
caracteristicas estudadas; a incapacidade de re-
cepcdo destes plasmideos pela cepa padrdo uti-
lizada e talvez da necessidade de se adequar a
temperatura para os experimentos de conjuga-
¢do aquela do sistema de onde as amostras fo-

ram isoladas (Broda, 1979).

Por outro lado, ainda que se considerem os
fatores limitantes da sobrevivéncia de colifor-
mes, em dguas de mar, como a salinidade
(Orlob, 1956 e Carlucci & Pramer, 1960 a, b, ¢),
o lancamento constante de bactérias com mar-
cadores genéticos nesse ambiente, sem duvida,
representard uma fonte constante e importante
na propaga¢io de plasmideos bacterianos
(Linton et al., 1974; Bell et al., 1980; Al-Mos-
sawi et al., 1982 ¢ Grimes et al., 1984 ). Alias,
sgo pertinentes as suposi¢Bes de Timoney et al.
(1978) que a contamina¢do de um ecossistema
por metais pesados, por exemplo, resultard na
pressdo seletiva sobre bactérias que albergam
além de plasmideos de resisténcia a estes jons,
resisténcia a antibidticos, como constataram ao
analisar a flora bacteriana de sedimentos da
baia de Nova lorque.

A magnitude do problema detectado se tra-
duz nas possiveis interferéncias na saude da po-
pulacdo, em particular quando se reconhece a
mobilizagdo de diferentes plasmideos para bac-
térias patogénicas, como representantes dos
géneros Salmonella ¢ Vibrio, além da dissemi-
nacdo de bactérias com estas caracteristicas em
organismos superiores, como atestam Lopes &

Moreno (1972) e Patrick & Loutit (1976).

E aconselhdvel que outros procedimentos
complementares aos métodos convencionais de
tratamento de esgotos sejam projetados e anali-
sados, visando principalmente minimizar ou in-
terromper o lancamento de bactérias portadoras
de plasmideos ao meio ambiente, através de
efluentes.

RESUMO

Coliformes fecais em 4guas de esgoto. 1L
Transferéncia de marcadores e presenga de
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plasmideos — Investigou-se a transferéncia de
marcadores genéticos e a presenga de DNA
plasmidial em 240 culturas de Escherichia coli
origindrias de dgua de esgoto (afluente e efluen-
tes) da Esta¢do de Tratamento da ilha do Go-
vernador, na cidade do Rio de Janeiro, RJ.

Experimentos de conjuga¢do com E. coli
K 12 permitiram o isolamento de transconju-
gantes com resisténcia a antibioticos (Su, Sm,
Tc, Cm e Ap); a metais pesados (Cu, Hge Zn) e
fatores colicinogénicos (Col Ia, Ib e V) princi-
palmente para os coliformes isolados nos seto-
res terminais da estacao de tratamento.

A distribuicdo de plasmideos foi prevalente
nas culturas de £ coli advindas dos efluentes,
com percentuais superiores a 65.

Palavras-chave: aguas de esgoto — Escherichia coli —
plasmideos R, Col, Cu, Hg ¢ Zn
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