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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o uso de colifagos como indicadores de
contaminacdo fecal em mananciais superficiais de abastecimento de agua para consumo humano. Durante o
periodo de junho de 2012 a maio de 2014 foram coletadas amostras de agua em diversas sub-bacias (com uso e
ocupacdo diferenciados do solo) da bacia hidrografica do ribeirdo Sado Bartolomeu, no municipio de Vigosa,
MG. Nao foram detectadas diferencas estatisticamente significativas entre as contagens de colifagos nos
diversos pontos de amostragem. Estudos de correlacdo foram realizados para verificar associacdes entre a
ocorréncia de colifagos, de organismos indicadores de contaminacdo tradicionalmente utilizados para
monitorar o grau de contaminagdo em corpos d’agua (coliformes totais, E. coli e enterococos) e de outras
varidveis de qualidade da agua indicadoras de impactos ambientais (DQO, condutividade elétrica, oxigénio
dissolvido, pH e turbidez). Em geral, ndo foram observadas correlacBes fortes e, ou estatisticamente
significativas entre colifagos e quaisquer das varidveis testadas.

PALAVRAS-CHAVE: Colifagos; mananciais superficiais; qualidade da agua.

INTRODUCAO

A pesquisa de organismos indicadores de contaminacdo fecal tem sido usada ha décadas em programas de
monitoramento e controle de qualidade ambiental, pois, por limitagdes de ordem técnica e econdmica, é
praticamente impossivel investigar, de forma rotineira, todos 0s organismos patogénicos potencialmente
presentes. Na avaliacdo da qualidade da &gua in natura, a interpretacdo basica do emprego de organismos
indicadores é de que a sua presenga atesta 0 contato da 4gua com material fecal e, portanto, indica a presenca
potencial de organismos patogénicos de transmissdo fecal-oral; além disso, no pressuposto que exista uma
relagdo proporcional entre a presenca de organismos indicadores e patogénicos, entende-se que a concentracéo
de organismos indicadores forneca também informacGes sobre o grau de contaminagdo da agua (Bastos et al.,
2000)

Os organismos indicadores de contaminacdo fecal mais usualmente empregados na avaliacdo da qualidade da
agua (inclusive em instrumentos normativos ou regulatérios) sdo as bactérias do grupo coliforme (coliformes
totais, coliformes termotolerantes e E. coli) e os enterococos. Entretanto, o papel desses organismos como
indicadores de contaminagdo tem sido questionado em virtude de aspectos como: (i) baixa sobrevivéncia fora
do trato intestinal; (ii) definicdo incerta desses organismos como grupo; e (iii) relagdo fragil com a presenca de
patégenos, em especial de organismos mais resistentes, como 0s virus e os protozoarios (WHO, 2004).

Alternativamente, diversos autores, e ja ha algum tempo, sugere o uso dos bacteriéfagos - virus capazes de
infectar bactérias - como organismos indicadores de contaminagéo fecal, por apresentarem caracteristicas tais
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como: (i) elevada resisténcia no meio ambiente; (ii) simplicidade e baixo custo nas analises de deteccéo e
enumeracdo;, (iii) ndo serem patogénicos aos humanos e (iv) possuirem estrutura, morfologia, tamanho,
composicao semelhante aos virus entéricos (JOFRE et al, 1986; IAWPRC, 1991; HAVELAAR et al., 1993;
GRABOW, 2001; DURAN et al., 2002; PAZ-Y-MINO, 2003; PEDROSO et al., 2003; REYNOLDS, 2006;
LECHEVALLIER et al., 2006.).Bacteriéfagos sdo facilmente encontrados em fezes e em ambientes aquaticos,
estando geralmente presentes em densidades de 10* a 10® UFP/mL (WITHEY et al, 2005). Constituem um
grupo bastante heterogéneo, mas apresentam elevada especificidade no reconhecimento das bactérias
hospedeiras (GOODRIDGE, ABEDON, 2003). Isto os torna também candidatos a indicadores possiveis de
serem utilizados na distin¢éo de fontes de contaminacéo humana e animal (PAYAN et al., 2005).

Dentre os fagos utilizados como indicadores na avaliagdo da qualidade de agua, trés tipos sdo mais usuais: (i)
colifagos (fagos que infectam bactérias do grupo coliforme e certos membros da familia Enterobacteriacea)
somaticos, que se adsorvem a receptores situados na parede celular (receptores somaticos) das bactérias
hospedeiras; (ii) colifagos F-RNA especificos, que se adsorvem especificamente ao pili F bacteriano ou pili
sexual e; (iii) fagos que infectam Bacteroides fragillis (TARTERA et al., 1989; GRABOW, 2001; SCOTT et
al., 2002; MOCE-LLIVINA et al., 2005; EBDON et al., 2007). Os colifagos somaticos constituem também um
grupo heterogéneo de virus, com morfologia muito variada, sendo os mais estudados de todos os fagos
(TORANZOS et al., 2002). S&o usualmente detectados em maior abundancia em fezes de animais do que em
fezes de humanos (FURUSE, 1983; GRABOW, 2001). Sua deteccdo, por meio de plagueamento, é
considerada mais simples e barata do que de virus entéricos (GRABOW, 2001; LECLERC et al., 2000).

Ja os colifagos F-RNA especifico sdo considerados por alguns o grupo mais promissor como indicador de
contaminacéo fecal, e mais especificamente da presenga de virus entéricos, porque possuem resisténcia no
meio ambiente semelhante a dos virus entéricos, por serem um grupo relativamente homogéneo, com estrutura
similar a de certos virus patogénicos, e pela especificidade do hospedeiro (HAVELAAR, 2011). Séo
classificados em quatro grupos soroldgicos (1, 11, Il e 1V) (GRABOW, 2001; HAVELAAR, 2011). Sua
deteccdo é considerada mais complicada, em virtude da técnica de pesquisa ter que ser realizada na fase
logaritmica de crescimento (GRABOW, 2001). Adicionalmente, esses fagos estdo presentes em quantidades
bem menores que os hospedeiros, o que, inclusive, levanta questionamentos sobre a validade seu emprego no
monitoramento da qualidade da 4gua (LECLERC et al., 2000).

Dessa breve contextualizacdo do problema, se nota que o tema - uso dos colifagos como organismos
indicadores de contaminagdo fecal de mananciais superficiais — ndo é novo, mas ainda é cercado de
controvérsias. No Brasil, particularmente, ainda ha caréncia de estudos mais conclusivos e a bibliografia mais
recente é escassa. O presente trabalho, a partir de um caso especifico, retoma entdo o tema, procurando
contribuir para a discussao de sua validade em ambientes aquaticos tipicos de condicfes brasileiras.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na bacia hidrografica do ribeirdo Sdo Bartolomeu (RSB), mais especificamente na area
de drenagem (aqui chamada de bacia de captagdo) a montante do ponto de captacdo de &gua para
abastecimento para consumo humano de partes da cidade e da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Trata-
se de uma area de pequena dimensdo (aproximadamente 2.000 ha), com presenca de atividades agropecuarias e
sob influéncia de forte pressdo imobiliaria nas regides mais proximas a zona urbana da cidade e ao ponto de
captacao.

O RSB é um curso hidrico de reduzida vazdo (< 100 L.s* em periodos de estiagem) que recebe o aporte
hidrico de sete coOrregos, a partir dos quais foram delimitadas as sub-bacias monitoradas neste estudo,
nomeadas, informalmente, a partir da denominacdo do curso d’agua principal - sub-bacia 1: referente ao
préprio ribeirdo Sao Bartolomeu; sub-bacia 2: Corrego Séo Lucas; sub-bacia 3: Cérrego dos Machados; sub-
bacia 4: Cérrego Santa Catarina; sub-bacia 5: Corrego Paraiso; sub-bacia 6: Cérrego palmital; sub-bacia 7:
Corrego Antuérpia; sub-bacia 8: Cdrrego do Engenho (Figura 1).
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Figura 1 — Localizacao dos pontos de coleta de &gua na bacia hidrografica do ribeirdo Sao
Bartolomeu, Vigosa — MG.

O monitoramento foi realizado mensalmente, em cada sub-bacia citada e no ponto de captacdo da estacdo de
tratamento de agua (ETA) da UFV, no periodo de julho de 2012 a maio de 2014. Foram analisadas as
seguintes variaveis:

e colifagos: método de plaqueamento em camada simples de Agar (SCA), de acordo com o Standard
Methods for the Examination of Wastewater (APHA, 2005); foram utilizadas as seguintes cepas de fagos e
bactérias hospedeiras, fornecidas pela CETESB: (i) para analise de colifagos somaticos - E.coli CN-13,
resistente ao acido nalidixico (ATCC 700609); fago phi- X174 (13706-B1); (ii) para analise de colifagos F-
Especifico - E.coli FAmp, resisténcia ao antibiético ampicilina e com plasmideo codificador da formacéo de
“pili” (ATCC 700891); fago MS2 (ATCC 15597-B1).

e coliformes totais, E. coli e enterococos: técnica do substrato definido (cromogénico-fluorogénico),
respectivamente com os meios Colilert® (Idexx Laboratories Inc) e Chromocult® Enterococci Broth
(Merck©). DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, pHe turbidez,
de acordo com o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.

No total, 19 amostras foram analisadas em cada ponto, mas em alguns pontos houve problemas de
contaminacao durante o procedimento de anélise dos colifagos, impossibilitando a obtencéo de resultados. Os
resultados foram inicialmente tratados e discutidos na forma de estatistica descritiva. Primeiramente, para
efeito de inferéncias estatisticas, foi verificado se os dados seguiam distribuicdo normal e se apresentavam
homogeneidade de variancia, aplicando os testes de normalidade (Kolmogorov e Smirnov) e
homocedasticidade (Bartlett). Como as distribuicGes dos dados ndo obedeceram a ambos os critérios, foram
utilizados testes ndo paramétricos - Teste Kruskal-Wallis para compara¢do de médias (entre contagens de
colifagos nas sub-bacias) e correlacdo de Spearman para verificagdo de associa¢fes entre variaveis (ocorréncia
de colifagos e os demais organismos indicadores de contaminacdo e varidveis de qualidade da &gua). Os
resultados foram interpretados ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

As Tabelas 1 e 2 apresentam a estatistica descritiva dos resultados de, respectivamente, colifagos CN-13 e
FAmp nas amostras de agua coletadas nos pontos selecionados da bacia do RSB. Ambos os bacteriofagos
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foram detectados durante o periodo de estudo com expressiva variabilidade. As contagens médias de CN-13
oscilaram entre 2,47 a 75,1 UFP/100mL; as de FAmp entre 0,06 a 10,32 UFP/100mL.

Tabela 1 - Estatistica descritiva dos resultados de colifagos somaticos (CN-13) em amostras de
agua, bacia hidrogréfica do RSB, Vicosa-MG, Julho de 2012 a maio de 2014

Colifagos somaticos (CN-13) (UFP/100mL)
SUB-BACIA N® Min®  25%  Média 75%  Max®  DP® cv®
SB1-Ribeirdo Sdo Bartolomeu (17 0,0 0,0 75,1 103,5 395,0 118,5 157,89
SB2-Cdrrego “Sédo Lucas” 19 0,0 0,0 5,42 4,0 49,0 11,72 216,20
SB3-Cdrrego dos Machados 19 0,0 0,0 5,53 7,0 46,0 11,13 201,44
SB4-Cdrrego Santa Catarina 17 0,0 0,0 2,47 3,5 14,0 4,78 193,65
SB5-Cdrrego Paraiso 18 0,0 0,0 2,83 1,0 39,0 9,15 323,08
SB6-Cdrrego Palmital 19 0,0 0,0 3,05 1,0 41,0 9,41 308,36
SB7 -Corrego “Antuérpia” 19 0,0 0,0 18,3 10,0 210,0 48,3 263,79
SB8-Cdrrego Engenho 17 0,0 0,0 55,5 131,5 250,0 88,8 159,69

NOTAS: (1) Nimero de amostras (2) Valor minimo (3) Valor maximo (4) Desvio padrédo. (5) Coeficiente de variacdo (%).

Tabela 2 — Estatistica descritiva dos resultados de colifagos F-RNA (FAmp) em amostras de agua,
bacia hidrogréfica do RSB, Vicosa-MG, julho de 2012 a maio de 2014

Colifagos F-RNA (FAmp) (UFP/100mL)

SUB-BACIA N® Min® 250  Média 75%  Max®  DP® cv®

SB1-Ribeirdo Sdo Bartolomeu (19 0,0 0,0 10,32 8,0 102,0 25,35 245,77
SB2-Corrego “Séo Lucas” 19 0,0 0,0 1,0 1,0 8,0 2,49 249,44
SB3-Cdrrego dos Machados 18 0,0 0,0 1,06 0,25 11,0 2,73 258,88
SB4-Corrego Santa Catarina 18 0,0 0,0 0,06 0,0 1,0 0,24 424,26
SB5-Cdrrego Paraiso 19 0,0 0,0 2,0 4,0 11,0 3,22 160,73
SB6-Corrego Palmital 19 0,0 0,0 4,19 3,0 35,0 9,45 230,22
SB7 - Corrego “Antuérpia” 18 0,0 0,0 3,56 1,0 50,0 11,79 331,69
SB8-Corrego Engenho 18 0,0 0,0 2,28 0,0 35,0 8,29 363,84

NOTAS: (1) Nimero de amostras (2) Valor minimo (3) Valor maximo (4) Desvio padrédo. (5) Coeficiente de variacéo (%).

A andlise de diferenca de médias entre as sub-bacias ndo apontou maior ocorréncia de colifagos para qualquer
sub-bacia especifica. Entretanto, algumas caracteristicas das sub-bacias, destacadas a seguir, podem auxiliar o
entendimento da ocorréncia diferenciada dos colifagos, mesmo que ndo estatisticamente significante.

Ao longo de todo o periodo de monitoramento, a sub-bacia Corrego do Engenho destacou-se por apresentar a
maior contagem média de colifagos somaticos (CN-13) (55,5 UFP/100mL) e a maior variabilidade dos
resultados (DP = 88,8 UFP/100mL). E importante ressaltar que essa sub-bacia apresenta area consideravel com
solo exposto (45,5 %) e o maior nimero de animais de producdo. Na sub-bacia Cérrego Antuérpia, onde se
registrou a segunda maior média de colifagos somaticos (18,3 UFP/100mL e DP=48,3UFP/100mL), embora
apenas 7,5% das propriedades estejam ai localizadas, existem uma caprinocultura e uma suinocultura, que nao
realizam nenhum tipo de tratamento dos dejetos. Por outro lado, a sub-bacia Cérrego Santa Catarina, que
apresentou a menor concentracdo média de colifagos somaéticos (3,5 UFP/100mL) e também a menor
variabilidade dos resultados (DP = 14,0NMP/100mL), apresenta 0 menor percentual (2,5%) de propriedades
com exploracdo animal e conta com &rea de preservacdo ambiental (aproximadamente 77% da area é coberta
por mata e capoeiras). Em estudo realizado por Silva (2010) nesta mesma bacia hidrografica, verificou-se que
0 uso e ocupacdo do solo foi o fator que mais contribuiu para a contaminacdo da agua.

Em relacdo aos colifagos F-RNA, todos os pontos monitorados apresentaram concentracfes menores que as de
colifagos FAmp. As maiores concentracdes médias foram observadas nas sub-bacias Cérrego Palmital (4,19
UFP/100mL) e Corrego Antuérpia (3,56 UFP/100mL). E importante destacar que a sub-bacia Cérrego Palmital
apresenta 0 maior nimero de propriedades rurais e a maior concentracdo de bovinos. Nos pontos de coleta nas
sub-bacias Corrego dos Machados e Cdrrego Sao Lucas foi verificada as menores concentracfes de colifagos
F-RNA (FAmp), 1,0 e 1,06 UFP/100mL, respectivamente.
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A Figura 2 apresenta as concentrages médias (log 10) de coliformes totais, E. coli, enterococos e de colifagos
CN-13 e FAmp nos pontos de coleta na bacia do ribeirdo Sdo Bartolomeu. As concentragbes médias de
coliformes totais, E. coli e enterococos foram bem mais elevadas que as dos colifagos. A julgar pelos valores
de E.coli e enterococos, as sub-bacias Corrego dos machados (SB3) e Corrego Santa Catarina (SB4)
apresentaram, de forma geral, 0 menor grau de contaminagao; por outro lado, cérrego Palmital (SB6) e corrego
do Engenho (SB8) foram as sub-bacias que apresentaram maior grau de contaminagéo.

SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7 SB8 ponto de
captagdo

Concentraciio de microrganimos

u Colifor mes totais E.coli = Enterococos ®CN-13 FAmp

Figura 2 - Concentracdo média (log 10) de coliformes totais, E.coli, enterococos, colifagos somaticos
(CN 13) e colifagos F-RNA (FAmMp) nos pontos de coleta na bacia do ribeirdo S&o Bartolomeu,
Vicosa-MG.

Os testes de correlacdo ndo revelaram associacdes, forte e, ou estatisticamente significantes, entre a ocorréncia
dos colifagos e dos demais organismos indicadores investigados (coliformes totais, E.coli e enterococos)
(Tabela 3). Os baixos coeficientes de correlacdo obtidos apontam, para os dados obtidos, independéncia em
relacdo ao comportamento dos microrganismos indicadores e dos colifagos analisados nos pontos de coleta de
agua na bacia hidrogréfica do ribeirdo Sdo Bartolomeu. Somente foi verificada correlacdo estatisticamente
significante entre coliformes totais e E. coli, o que j& era esperado.

Tabela 3 — Matriz de correlagdo - coeficiente de correlacdo de Spearman (rs) e valores de p (entre
parénteses) - entre colifagos somaticos (CN-13), colifagos F-RNA (FAmp) e coliformes totais, E.coli
e enterococos, bacia hidrogréfica do Ribeirdo Sao Bartolomeu, Vigosa, MG, julho de 2012 a maio

de 2014.
\Variaveis Collfa(gé),il_si);r)latlcos Collf?ggsmli)_)RNA Coliformes totais| E. coli |Enterococos
Colifagos somaticos NA 0.588 -0,099 0,072 -0,111
(CN-13) (0,473) (0,254) (0,408) (0,387)
Colifagos F_RNA 0.588 NA -0,010 0,009 -0,072
(FAmp) (0,473) (0,912) (0,919) (0,576)
. . -0,099 -0,010 0,640 -0,420

Coliformes totais (0,254) (0,912) NA (0,001) (0,744)
E coli 0,072 0,009 0,640 NA 0,056

(0,408) (0,919) (0,001) (0,660)
ENterococos -0,111 -0,072 -0,420 0,056 NA

(0,387) (0,576) (0,744) (0,660)

Células destacadas em cinza indicam correlacdo estatisticamente significante (a < 0,05). NA: ndo se aplica
pelo fato da associacdo entre variaveis ndo fazer sentido.
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Alguns autores ja vém discutindo a auséncia de correlagdo entre colifagos e bactérias indicadoras de
contaminacao fecal. De acordo com Tavares et al. (2005), ndo é esperado que haja correlagdo quantitativa
significativa entre colifagos e organismos indicadores tradicionais, bactérias do grupo coliformes e
enterococos. Grabow et al. (1984) citam que as razfes mais importantes dessa falta de relacdo clara entre
coliformes e colifagos estd associada as diferencas na sobrevivéncia e multiplicacdo de fagos e bactérias em
diferentes ambientes aquaticos. Muniesa e Jofre (2004) também citam que, devido a multiplicacéo de colifagos
no ambiente, sua utilizagdo como indicadores nédo é conveniente. Leclerc et al. (2000) descrevem que colifagos
somaticos ndo sao considerados bons indicadores, pois seus hospedeiros muitas vezes ndo tém procedéncia
fecal devido as diversas fontes ndo fecais de bactérias coliformes.

Em geral, também ndo foram verificadas correlacBes estatisticamente significante entre os colifagos e as
varidveis fisicas e quimicas de qualidade da agua (Tabela 4). A Unica excecdo foi 0 oxigénio dissolvido, que se
mostrou significativamente correlacionado com a ocorréncia de colifagos F_RNA e de DQO; mas essas
correlagfes se mostraram fracas e, mais importante, positivas, o que ndo faz sentido.

Tabela 4. Matriz de correlacdo - coeficiente de correlacdo de Spearman (rs) e valores de p (entre
parénteses) - entre colifagos somaticos (CN-13), colifagos F-RNA (FAmp) e variaveis fisicas e quimicas
de qualidade da agua, bacia hidrografica do Ribeirdo Sao Bartolomeu, Vigosa, MG, julho de 2012 a
maio de 2014.

\Variaveis Turbidez pH Condutividade oD DQO
. " 0,032 -0,051 -0,104 0,100 0,003
Colifagos somaticos (CN-13) (0,694) (0,535) (0.416) (0.474) (0.984)
. -0,057 0,005 0,128 0,281 -0,248
Colifagos F_RNA (FAmp) (0,484) (0,947) (0,319) (0,040) (0,070)
Turbidez NA -0,074 0,170 0,266 -0,037
(0,366) (0,184) (0,052) (0,789)
H -0,074 NA 0,065 0,167 -0,068
P (0,366) (0,611) (0,228) (0,628)
Condutividade 0,170 0,065 NA 0,127 -0,083
(0,184) (0,611) (0,359) (0,549)
oD 0,266 0,167 0,127 NA 0,379
(0,052) (0,228) (0,359) (0,003)
DQO -0,037 -0,068 -0,083 0,379 NA
(0,789) (0,628) (0,549) (0,003)
CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados, inferir-se-ia que os colifagos, somaticos e F-especificos, ndo sdo bons
indicadores de contaminacédo fecal em aguas superficiais. O tema segue, portanto, aberto a novas investigacdes
e sujeito a informagdes mais consistentes.
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