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RESUMO: Esse estudo relata resultados referentes à ocorrência de fagos (colifagos e
shigelafagos) em 304 amostras de águas, nove de esgoto e 268 de verduras cruas não lavadas
não relacionadas com ocorrência de infecções humanas por vírus entéricos e em 14
amostras de água, 8 de verduras cruas não lavadas e 41 outros produtos alimentícios (17
de leite cru, 17 de pós para o preparo de alimentos e.7 de alimentos prontos), coletadas em
um município de São Paulo onde ocorria um surto de hepatite infecciosa. A porcentagem
de positividade para fagos nas amostras coletadas no leal onde ocorria o surto foi maior
(20,63%) do que nas amostras controle (8,58% das amostras de verduras e 7,57% das
amostras de água). Considerando-se somente as amostras de água de poço e nascente (não
cloradas) e de verduras, verifica-se que a positividade foi de 50% nas amostras associadas
ao surto e 8,58% nas amostras controle. Todas (100%) as amostras positivas do grupo
controle revelaram presença de colifagos, enquanto os shigelafagos foram encontrados em
53,38% dessas amostras. Por outro lado, nas amostras associadas ao surto, a ocorrência de
colifagos foi de 46,15% e de shigelafagos, 100%. O trabalho apresenta ainda considerações
sobre esses achados, discutindo o papel dos bacteriófagos fecais como indicadoes micro-
bianos de contaminação fecal e como indicadores da presença de outros vírus entéricos, e
seu valor na avaliação microbiana de produtos alimentícios, inclusive água.

DESCRITORES - Colifagos e shigelafagos. Indicadores virais de poluição fecal.
Hepatite infecciosa e bacteriófagos.

INTRODUÇÃO

Os agentes de Doenças Veiculadas por Alimentos
incluem vírus entéricos patogênicos ao homem, en-
tre os quias estão os enterovírus, adenovírus, re-
ovírus, o vírus da hepatite infecciosa e os que
causam diarréias epidêmicas2,3,4,7,8,9,13,16. No
período de 1974 - 78 o "Centers for Disease Con-
trol" dos Estados Unidos relatou a ocorrência de 21
surtos de infecções entéricas por vírus, envolvendo
994 pessoas, veiculados comprovadamente por ali-
mentes". Na Inglaterra, Appleton e col. 2 sugeriram
que diarréias de etiologia desconhecida são muito

provavelmente causadas por agentes virais veicu-
lados por alimentos. Na Austrália, infecções pelo
vírus Norwalk foram relacionadas ao consumo de
ostras cruas. Entretanto, o vírus que com maior
freqüência está associado ao consumo de alimentos, ,
é o agente da hepatite infecciosa3,4.

A determinação analítica de partículas virais pa-
togênícas viáveis não é realizada rotineiramente na
análise de produtos alimentícios. Esta determinação
depende de instalações especiais de laboratório e de
pessoal devidamente treinado, pois é atividade
analítica complexa; mesmo em alimentos envolvi-

* Trabalho realizado na Seção de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz.
** Da Seção de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz.
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dos epidemiologicamente na sua transmissão, esta de-
terminação não é realizada - período de incubação
relativamente longo, praticamente impedindo a análise

1 -.' d li di . 1,4,5,13pe a ausencia e restos a rmentares isponrveis .
Os vírus são veiculados passivamente pelos ali-

mentos, sem se multiplicarem, pois são parasitos
intracelulares obrigatórios, dependentes de célula
viva para se expressarem biologicamente. En-
tratanto, as partículas virais presentes nos produtos
alimentícios sofrem a influência de fatores que
podem interferir com sua viabilidade: temperaturas
altas, secagem, ação de soluções desinfetantes e de
aditivos químicos, antagonistas microbianos, proces-
sos de lavagem relacionados à capacidade de aderên-
cia fisica em superficies, principalmente dos vege-
tais, entre outros3,8, 10.

A seleção dos microorganismos "índices" ou
"indicadores" de contaminação de origem fecal é
baseada em alguns parâmetros que incluem sua
origem e procedência, presença constante na micro-
biota intestinal da população, não multiplicação e/ou
dificuldade de adaptação epermanência no ambiente
comum e determinação analítica simples, barata e
relativamente rápida, de fácil interpretação e pa-
dronização. Neste contexto, Escherichia coli, coli-
formes de origem fecal e enterococos são os que
apresentam maior importância, interesse, reproduti-
bilidade analítica e metodologia padronizada3,8. En-
tretanto, outras características devem ser avaliadas
para que os indicadores assinalados sejam conside-
rados absolutos. A resistência química e fisica das
formas biológicas, por exemplo, pode diferir quando
se comparam as bactérias entre si, com as partículas
virais e com os agentes de infecções parasitárias.
Assim, os dados de presença/ausência de bactérias
de origem fecal em um produto alimentício não estão
inquestionavelmente relacionados com a pre-
sença/ausência de agentes de infecções entéricas
. . .,. n68vlrals e parasitanos ' , , .

Os bacteriófagos de origem fecal estão asso-
ciados a determinados grupos de bactérias entéricas.
Suas características de resistência e permanência no
meo ambiente e nos produtos alimentícios são mais
próximas e semelhantes aos dos vírus entéricos. A
determinação analítica dos bacteriófagos é simples,
baseada na sua capacidade de infectar, se multiplicar
e lisar células bacteríanas hóspedes específi-
cas3,8,11,12,14. Dentre os bacteriófagos usados como
indicadores, os colifagos, hospedeiros da Es-
cherichia coli, são considerados por muitos autores
como indicadores de qualidade da água potável,
representando uma contaminação de origem fecal e
possível presença de outros vírus entéricos. Consi-
dera-se, para tanto, a presença de E. coli e de seus
fagos no trato intestinal das diferentes espécies de
animais de sangue quente3,6,8,11,12,17, Outros fagos
como os de Shigella spp e de Samonella spp, são
também considerados de interesse9,14. Na França,
tanto a pesquisa de colifagos como de shigelafagos
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são determinações analíticas para a certificação da
qualidade microbiológica da águal4.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a
presença de bacteriófagos de origem fecal (colifagos
e shigelafagos) em amostras de produtos alimen-
tícios coletadas durante ocorrência de surto de hepa-
tite infecciosa, comparando os resultados com os
obtidos de amostras coletadas em condição de nor-
malidade (controles).

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras de água: 304 amostras de controle,
sendo 233 de poços cavados, 36 de nascentes, 31 de
rede de distribuição pública e quatro de recreação
(piscinas), 14 amostras de águas de município onde
ocorria surto de hepatite infecciosa, sendo dez da
rede de distribuição pública, não clorada e quatro de
rio e lagoa. O número total de amostras de água
analisada foi de 318.

Amostras de esgoto: nove amostras, coletadas na
região da cidade de São Paulo.

Amostras de verduras cruas não lavadas: 268
amostras de controle, procedentes do
CEASNCEAGESP, cultivadas em cerca de dez dife-
rentes municípios do Estado e oito procedentes do
município onde ocorria o surto, cultivadas emhortas
comunitária e particular. O número total de amostras
de verduras analisadas foi de 276. Amostras de pro-
dutos alimentícios: 41, procedentes do municipio
onde ocorria o surto, sendo 17 de leite cru não
pasteurizado, 7 de produto prontos para o consumo
(sorvete, iogurte, pastel e doces de confeitaria) e 17
de pós para o preparo de alimentos destinados à
alimentação escolar da maioria dos municípios
brasileiros, cuja indústria fabricante está situada no
município em questão. As amostras positivas destes
pós para o preparo de alimentos foram analisadas
também após o preparo, que foi realizado seguindo
as instruções contidas no rótulo do produto.

Cepas receptoras de fagos: E. coli IP 5530 e
Shigelia sonnei IP 6310, ambas originárias da
Coleção de Culturas do Instituto Pasteur de Paris,
França, e mantidas Iiofilizadas pela Seção de
Coleção de Culturas do Instituto Adolfo Lutz Cen-
tral.

Metodologia de análise: Para a determinação de
preseça de bacteriófagos fecais em água, utilizou-se
a metodologia descrita por Serres e co1.14. Para a
determinação nos demais produtos, utilizou-se o
mesmo método, com as adaptações pertinentes no
que se refere ao preparo da amostra para análise:
enxaguadura das amostras de verduras em 100ml de
água peptonada tamponada e homogeinização de 25 g
de cada um dos demais produtos em 225 ml de água
peptonada tamponada. Foram retiradas alíquotas de
10 ml tanto do líquido de enxaguadura como do
homogeneizado, para a determinação dos fagos de
E. coZi e S. sonnei. As etapas da metodologia utili-
zada incluem enriquecimento do possível fago pre-
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sente, em meio de cultura contendo a cepa receptora
específica, filtragem em membrana para a retirada
das bactérias presentes (ou inativação térmica das
bactérias em forma vegetativa) e observação de lise
sobre cultura da cepa receptora específica sobre
superficie de agar em placa.

Leitura dos resultados: Foram consideradas posi-
tivas para a presença de colifagos e/ou shigelafagos,
as amostras que apresentavam lise completa das
cepas receptoras. Em caso de lise incompleta e por-
tanto duvidosa, procedeu-se à análise por micros-
copia eletrônica para a confirmação da presença dos
fagos - visualização das partículas virais e sua re-
lação com as células da bactéria receptora.

RESULTADOS

Os resultados de presença/ausência de colifagos
e shigelafagos encontrados estão expressos nas ta-

belas 1, 2 e 3. As tabelas I e 2 se referem às amostras
- controle: verduras cruas não lavadas, procedentes
do CEASAlCEAGESP (tabela 1) e amostras de água
(tabela 2). A tabela 3 se refere aos resultados das
amostras coleta das de município onde ocorria surto
de hepatite infecciosa. Não constam de tabelas os
resultados das duas amostras de pós para o preparo
de alimento analisadas após preparo e cocção, que
foram negativos, e os resultados das nove amostras
de esgoto, que revelaram sete amostras positivas
(77,78%) sendo que, das mesmas, todas revelaram a
presença de colifagos (100%) e duas, a presença
também de shigelafagos (28,57%). As figuras 1 e 2
são fotografias obtidas da confirmação positiva de
resultados duvidosos em placas.

TABELA 1
Incidência de bacteriófagos fecais (colifagos e shigelafagos) em amostras-controle de verduras cruas sem lav-

agem (coletadas em condições normais).

Tipo Total de Negativas Positivas (%)*
amostras (%) Total Colifagos Shigelafagos

Alface 119 106 (89,08) l3 (10,92) l3 (100) 3 (23,08)
Escarola 54 50 (92,59) 4 (7,41) 4 (100) 2 (50,00)
Almeirão 58 52 (89,66) 6 (10,34) 6 (100) 3 (50,00)
Agrião 23 23 (100) O (O)
Rúcula 10 10 (100) O (O)
Acelga 2 2 (100) O (O)

Couve e 2 2 (100) O (O)
Brócoli
Total 268 245 (91,42) 23 (8,58) 23 (100) 8 (34,78)

* A porcentagem de colifagos e shigelafagos expressa se refere ao total das amostras positivas.

TABELA 2
Incidência de bacteriófagos fecais (colifagos e shigelafagos) em amostras- controle de águas (coletadas em con-

dição normal)

Origem Total de Negativas Positivas (%)*
amostras (%) Total Colifagos Shigelafagos

Poço 233 220 (94,42) l3 (5,58) l3 (100) l3 (100)
Nascente 36 26 (72,22) 10 (27,78) 10 (100) O (O)
Rede 31 31(100) O (O)
Recreação 4 4 (100) O (O)
Total 304 281 (92,43) 23 (7,57) 23 (100) l3 (56,52)

* A porcentagem de colifagos e shigelafagos expressa se refere ao total das amostras positivas.
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TABELA 3
Incidência de bacteriófagos fecais (colifagos e shigelafagos) em amostras coletadas de município durante surto

epidêmico de hepatite infecciosa.

Tipo Total de Negativas Positivas (%)*
amostras (%) Total Colifagos Shigelafagos

Água ** 14 7 (50,00) 7 (50,00) 3 (42,86) 7 (100)
Verduras *** 8 4 (50,00) 4 (50,00) 2 (50,00) 4 (100)
Leite cru 17 17 (100) O (O)
Alimento pronto **** 7 7 (100) O (O)
Pó para preparo ***** 17 15 (88,24) 2 (11,76) 1 (50,00) 2 (100)
Total 63 50 (79,37) 13 (20,63) 6 (46,15) 13 (100)

* A porcentagem de colifagos e shigelafagos expressa se refere ao total de amostras positivas.
** Inclui água de rede (10 amostras - 50 % positivas) e de rio e lagoa (4 amostras, 2 positivas).
*** Inclui alface (2 amostras) e I amostras de cada dos seguintes: brócoli, escarola, almeirão, repolho, espinafre

e couve.
**** Inclui sorvete, iogurte, pastel e doces de confeitaria.
***** Produtos destinados à merenda escolar (pós para o preparo de sopa, mingau e molho). Após o preparo

conforme instruções contidas no rótulo, as amostras foram negativas para os bacteriófagos pesquisados,

FIGURA I
Microscopia eletrônica de shigclafago

Técnica: impregnação pelo ácido fosfotungstico (coloração negativa).

Aumento: 12.000 vezes.
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FIGURA 2

Microscopia eletrônica de colifagos.

Técnica: impregnação pelo ácido fosfotungstico (coloração negativa).

Aumento: 12.000 vezes.

Interpretação dos Resultados

A análise comparativa dos resultados expressos
nas tabelas mostra diferença significativa entre a
tabela 3 com as demais. A porcentagem da presença
de fagos nas amostras coletadas em município que
estava em situação epidêmica é maior (20,63%) do
que nas amostras-controle respectivamente, 8,58%
das verduras e 7,57% das águas). Se considerarmos
somente as amostras de água de poço e nascente (não
cloradas) e de verduras, contidas na tabela 3, esta
diferença é ainda maior, ou seja, 50% das amostras
procedentes do município em questão, são positivas
para os fagos pesquisados. Os resultados destas de-
terminações nos outros produtos alimentícios, con-
tidos na tabela 3, não indicam veiculação significativa
destes microorganismos.

É importante assinalar que as amostras de esgoto
revelaram 77,78% de positividade, o que pode ser
considerado uma condição de normalidade, pela
origem e procedência fecal dos fagos.

No que se refere à incidência de colifagos e de
shigelafagos, os resultados também diferem. A in-
cidência de colifagos considerando somente as
amostras positivas de verduras-controle, é de 100%,
assimcomo nas de águas-controle (tabelas I e 2) e
nas amostras de esgoto, sendo menor a incidência de
shigelafagos - respectivamente 34,78%, 56,52% e
28,57%. Ao contrário, nas amostras coletadas no

município que se apresentava em situação
epidêmica, a presença de colifagos é de 46,15%,
enquanto os shigelagos são prevalentes (100% das
positivas). A exceção se refere às amostras-controle
de água de poço, que, apesar de revelar incidência
baixa de positividade (5,58%), em todas foi consta-
tada a presença concomitante de colifagos e de
shigelafagos, conforme tabela 2.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

O papel dos fagos como indicadores de qualidade
microbiológica é discutível. Alguns autores conside-
ram que os mesmos são importantes, não só por sua
origem fecal, mas sobretudo pela similaridade
biológica com outros vírus entéricos patogênicos do
homem. Assim, estes autores se referem principal-
mente à importância que os fagos podem ter na
avaliação da qualidade e na indicação de risco à
saúde pela água de consumo, incluindo a água mi-
neraI6,ll,12,1lf;15,17. As verduras, considerando a
água de irrigação e a possível aderência da partícula
viral em sua superficie, são tambem consideradas. O
papel de indicador de qualidade e risco que os fagos
podem ter na avaliação de outros produtos alimen-
tícios, por outro lado, é tema pouco explorado,8.9,
sendo que a maioria dos autores se referem especi-
ficamente aos vírus entéricos ~atojênicos e não a
indicadores de sua presença, ,4,7, 0,13,16. A im-
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portância da água e das verduras consumidas cruas
nas infecções entérica virais está relacionada com as
observações e dados da epidemiologia destes agentes.
Entretanto, considerando as dificuldades para a deter-
minação analítica destes vírus na maioria dos labo-
ratórios, a necessidade de agilizar as atividades de
Vigilância Sanitária e Epidemiológica e de buscar uma
simplificação analítica, os fagos são considerados
especialmente interessantes como microor2anismos
indicadores da avaliaçãodestes produtos3,4,1 .

Os dados obtidos no presente trabalho sugerem
que os fagos fecais podem ser considerados como
microrganismos indicadores importantes, conforme
observações anteriores, 12.

Ainda, indicam que a determinação tanto dos
colifagoscomo dos shigelafagos é de interesse. A E.
coli é uma bactéria entérica presente no intestino dos
animais de sangue quente, como microbiota normal,
sendo que a mesma e seus fagos têm relação direta
com contaminação de origem fecal por qualquer
destas espécies animais, incluindo o homem. Esta
associação é diferente para Shigella sonnei e seus
fagos, uma vez que esta bactéria é um patógeno
exclusivo do homem e que seus fagos devem estar
presentes predominantemente no intestino da popu-
lação humana 12. A prevalência dos shigelafagos nas
amostrascoletadas no município onde ocorria surto
de hepatite infecciosa comparada à das amostras-
controle sugere que os mesmos têm importância na
elucidação dos veículos de agentes virais humanos.

Os resultados obtidos das amostras de produtos
alimentícios prontos para consumo são insuficientes

para concluir sobre a importância deste indicador
microbiano para estes produtos. A presença de
amostras positivas de pós para o preparo de alimen-
tos assim como de verduras, atestam a distribuição
dos fagos principalmente pela via hídrica, uma vez
que a indústria e as hortas usavam água do município
afetado. Entretanto, a ausência de surto de hepatite
infecciosa em municípios que receberam produtos
desta mesma indústria permite concluir que os mes-
mos não veicularam a doença.

Os dados disponíveis e os obtidos no presente
trabalho levam à conclusão sobre a necessidade de
levantamentos mais amplos e da complementação
das observações aqui contidas, incluindo a determi-
nação de fagos de outras bactérias entéricas pa-
togênicas ao homem, como a Sa!monella spp. A
padronização metodológica para fins de comparação
dos resultados entre os diferentes laboratórios, in-
cluindo a definição dos receptores bacterianos
específicos em função das características da lise das
bactérias específicas é igualmente imortante para o
correto dimensionamento do significado dos bac-
teriófagos fecais para atividades de vigilância
sanitária e epidemiológica de produtos alimentícios
e água.
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GELLI, D. S. et ai. - Feca! bacteriophages in water, not washed andfresh green sa!ads and
other food products - Observation about its presence during infeccious hepatitis
outbreak and in norma! condiction. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 52 (1/2): 63-69, 1992.
ABSTRACT: This study shows results about phages occurence (coliphages and

shigellaphages) in 304 samples of drinking water, 9 of wastewater and 268 of not washed
fresh green salads not related with viral human infections by enteric vírus and in 41 samples
ofwater, 8 ofnot washed green salad and 41 samples of others food products (17 rawmilk,
17 powedered products and 7 ready-to-eat products), collected in a municipality of São
Paaulo during a infectious hepatitis outbreak. The percentage of phages positivity in the
local where was occurring the outbreak was greater (20,63%) than the samples control
(8,58% of green salad's samples and 7,57% ofwater's samples). Considering onlywell and
spring water's samples (not clorinated) and green salads, it is observed that the posivity is
50% among the outbreak's samples and 8,58% among the control samples. AlI (100%) of
the control group positivies samples showed colophges and 53,38% shigelIaphages. On the
other hand, the samples related with the outbreak were 4615% positive for coliphages and
100% positives for shigellaphages. It is made some consideration about these results,
discussing the role of fecal basteriophages as microbial indicator of fecal contamination
and as indicator of others enteric virus' presence and its importance in the microbial
evaluation of food products, including water.

DESCRIPTORS: Coliphages and shigellaphages. Vira! indicators offeca! contami-
nation. Infeccious hepatitis and bacteriophages.
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