
_Resumo

E. col i, col i formes, enterococos intestinais, estas bactér ias foram durante 
décadas a luz do sol na luta contra a propagação de doenças transmissí-
veis por águas de consumo e recreativas. A sua presença em massas de 
água correlaciona-se diretamente com a doença humana. No entanto, 
essa correlação não é total. Há uma percentagem de casos em que a 
sua presença não tem implicações na saúde humana. Como resolver 
estes casos, de forma a identi f icar as fontes de contaminação fecal? A 
Biotecnologia respondeu a esta questão. O genoma das Bacteroides spp., 
bactér ias per tencentes à f lora intestinal de animais de sangues quentes 
e dif iceis de cultivar em laboratór io, apresentam pequenas var iações de 
acordo com espécies que colonizam, indicando assim se a presença do 
seu mater ial genético numa água é de or igem humana, bovina, canídea, 
suína ou avícola, por exemplo. A sua pesquisa para determinar fontes de 
contaminação fecal em massas de água denomina-se de Microbial Source 
Tracking. Este método não veio substituir a uti l ização das bactér ias intes-
tinais tradicionais, que são indicadores simples e ef icientes, mas veio dar 
resposta à procura das fontes biológicas de uma contaminação fecal. 

_Abstract

E. co l i , co l i forms, intest ina l ente rococc i, these bacter ia have been 
for decades the sunshine of the strugg le aga inst the propagat ion of 
waterborne d iseases. I ts presence in water bod ies cor re lates d i rect ly 
wi th human d isease. Yet, th is cor re lat ion is not complete; there is a 
percentage of presence that has no impl icat ions in human hea l th. How 
can these cases be reso lved in such a way that the sources of faeca l 
contaminat ion be ident i f ied? B iotechnology answered th is quest ion. 
The genome of Bactero ides spp., which are bacter ia that be long to the 
intest ina l f lo ra of warm-blooded an imals, hard ly cu l t i vab le in laborator y, 
var y accord ing to the an imal spec ies which they co lon ise. Due to th is 
characte r ist ic, the presence of i ts genet ic mater ia l in water may be 
t racked to have or ig inated, for example, in humans, bovines, can ines, 
swine or fowl. The determinat ion of sources of faeca l contaminat ion in 
water bod ies is named “Microbia l Source Track ing”. I t does not rep lace 
the t rad i t iona l use of intest ina l bacter ia, which are s imple and ef f ic ient 
ind icators, but i t does respond to the search for b io log ica l sources of 
feca l contaminat ion.

_Introdução

O papel da água na vida
A água é um recurso natural essencial à v ida (1), fazendo 
par te de diversos processos f ís icos, químicos e biológi-
cos (2 ,3). Esta é uma fonte imprescindível para a v ida e a 
sua manutenção, desempenhando um papel crucial não 
só para o homem como para as suas inúmeras ativ idades, 
como tarefas diár ias, de lazer e de tur ismo (1,2). 

Saúde ambiental
Tudo o que é introduzido na água passa pelo ambiente e 
chega ao homem. Sendo por isso crucial, de modo a alcan-
çar uma boa saúde pública, protegê-la e assegurar a sua 
disponibi l idade e qualidade para os diversos f ins a que se 
destina. Para tal, é necessário que existam um conjunto 
de estratégias e leis associadas à gestão sustentável, moni-
tor ização e proteção das águas e dos seus ecossistemas. 
Deste modo, consegue-se alcançar uma boa qualidade, já 
que um controlo inef iciente das fontes de poluição, ou uma 
incorreta gestão, poderá afetar as massas de água destina-
das ao consumo doméstico (4) ou a qualidade das águas 
balneares, e as usadas para outros f ins recreativos.

Problemas que advêm das águas
Recursos hídr icos contaminados representam não só um 
elevado r isco para a saúde humana, devido à possibi l idade 
de ingestão e de transmissão de doenças parasitár ias e 
infeciosas, mas também pode afetar o ambiente e a econo-
mia, já que pode or iginar o encerramento de áreas recreati-
vas, como praias, zonas de pesca e de aquacultura, assim 
como outros locais de lazer que envolvam massas de água 
contaminadas (3,5 -9). 
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Os r iscos para a saúde associados à água podem ser inseri-
dos em duas categorias principais. Uma das categorias 
está relacionada com a ingestão de água contaminada por 
agentes biológicos (vírus, bactérias, fungos e parasitas), e 
através do contacto direto ou por meio de insetos vetores 
que necessitam da água no seu ciclo biológico. A outra 
categoria inclui os r iscos derivados de poluentes químicos 
em geral, f luentes de esgotos industr iais e agrícolas (3).

Origens de contaminação de águas
A poluição em águas pode ser classif icada como pontual 
ou difusa (3,7,10-12). A pontual atinge o corpo de água num 
único local, de forma concentrada e é composta maioritar ia-
mente por ef luentes domésticos e industr iais. A difusa, ao 
atingir o corpo de água, difunde por extensas áreas e é 
maioritar iamente composta por resíduos provenientes da 
agricultura e pelo escoamento super f icial urbano e rural 
(escorrências) (3,7,10-12). Assim, as fontes pontuais são 
relativamente fáceis de identif icar, ao contrário das difusas, 
que podem advir do transporte de várias fontes misturadas 
a grandes distâncias (3,7,11-13). 

Os cursos de água podem ser contaminados pela agricultura, 
pecuária, áreas rurais ou urbanas e estações de tratamento 
de água (3,7,9,10,14), existindo por isso diversas possíveis fon-
tes de contaminação. As principais e de origem fecal podem 
ter como fonte o homem, ruminantes, animais selvagens, 
animais domésticos ou aves ( figura 1) (3,7,10,15,16). 

Cada uma dessas fontes apresenta um r isco di ferente para 
a saúde humana, sendo a água dos esgotos a mais no-
civa (12,17,18), já que podem conter microrganismos patogéni-
cos vários, de origem humana e animal (3,5,7-12,16,17). Assim, 
é importante destacar que a principal fonte de contamina-
ção dos ambientes aquáticos naturais está associada às 
águas de esgotos domésticos e industriais não-tratadas ou 
que são sujeitas a tratamentos insuficientes/inadequados 
(figura 2) (3,7,10,15,16). 

_Objetivo

Avaliar a relevância da abordagem Microbial Source Tracking 
no contexto da contaminação fecal de águas fluviais e bal-
neares. 

_Métodos

Tendo em vista que a poluição fecal nas águas é frequente-
mente o resultado de uma contaminação mista, torna-se 
crucial determinar os componentes indiv iduais, de modo a 
salvaguardar a saúde públ ica e or ientar os esforços para a 
sua mitigação (10,18).

Habitualmente, as bactér ias indicadoras fecais (FIB) têm 
sido ótimas ferramentas para monitor izar a poluição, aval iar 
a qual idade e o tratamento da água e estudar os r iscos de 

saúde públ ica associados à mesma (5,9,12,14,16 -19). Estas 
são caracter izadas por um grupo heterogéneo de taxa 
bacter ianos, def inidos por caracter ísticas fenotípicas que 
permitem a sua deteção e quanti f icação (12). Os pr incipais 
FIB usados mundialmente são atualmente E. col i e Entero-
coccus (8,10,17,18,20,21), que foram selecionados com base
nas vantagens que apresentam na sua capacidade indicatória 
de contaminação fecal (16,17). 

Por exemplo, em Por tugal, a aval iação da qual idade das
águas balneares rege-se pelos cr i tér ios da Diretiva 
2006/7/CE, e do Decreto-le i n.º 113/2012 (22,23). Esta é 
real izada com base na anál ise bacter iológica para identi f i-
cação de Enterococos intestinais e Escher ichia col i. De 
acordo com os resultados dessas anál ises bacter iológicas, 
cada água balnear é classi f icada como “excelente”, “boa”, 
“aceitável”, ou “má” (22,23).

No entanto, a uti l ização destas FIB apresenta algumas l imi-
tações, por um lado não é necessariamente representativa 
de todos os agentes patogénicos possíveis, em todos os 
momentos no tempo, por outro lado, e mais relevante, não 
permite saber qual a sua fonte biológica, ou seja, qual a 
or igem da contaminação fecal. Esta é uma enorme desvan-
tagem, sobretudo na caracter ização do r isco para a saúde 
públ ica, na implementação de medidas corretivas e proces-
sos de mitigação (5,8,14,16 -18,20,21).

Na f igura 3 está representado um esquema simplif icado do 
surgimento do conceito de Microbial Source Tracking (MST), 
que permite complementar a informação gerada pela uti l iza-
ção das FIB – pois permite identif icar os grupos biológicos 
que originam a poluição fecal.

As técnicas de rastreamento molecular da fonte microbiana 
(MST), do inglês Microbial Source Tracking, surgiram no f inal 
do século XX (17) e têm sido desenvolvidas na última década, 
de modo a dar resposta à limitação indicada anteriormente: 
identif icar de forma inequívoca as fontes e origens da 
poluição fecal, incluindo as fontes difusas de contaminação
fecal  (7-9,11,12,14,16,17,19-21,24-26). Esta identif icação é crucial
para avaliar a qualidade da água e o risco associado à 
saúde humana, de forma a alocar verbas e a reformular as 
legislações em vigor, já que estas poderão ser cruciais na 
interrupção da transmissão de agentes patogénicos que irão 
afetar a saúde pública (7,9,16,17,19,20,24,25). Geralmente, são 
necessários grandes esforços e investimentos f inanceiros 
para mitigar as fontes de contaminação, como tal, a identif i-
cação das fontes de contaminação, facilita a sua resolução e 
definição dos recursos necessários (7,20,24,25).

Como funciona a técnica MST
A premissa da técnica MST baseia-se na associação de 
cer tos microrganismos fecais com um hospedeiro em 
par ticular, dado que cada organismo possui um conjunto 

de microrganismos específ icos no seu trato intestinal e 
estes tendem a passar para as massas de água pelas fezes 
(5,7-9,12,14,16,17,20,21,24,26). 

Os métodos de MST independentes de bibl iotecas de dados 
(LI-MST) são preferencialmente uti l izados, pois visam uma 
característica par ticular de uma espécie ou tipo específ ico 
de patógeno, tornando-se assim mais apelativos para a 
identif icação ao nível da espécie contaminante. Alguns des-
tes métodos recorrem a cultura, sendo baseados pelo cres-
cimento de vírus, bacteriófagos ou bactérias específ icas 
da fonte e mtDNA (5,9,17,20). Por outro lado, caso sejam 
independentes de cultura, serão uti l izados os testes quími-
cos (como a deteção de cafeína, esteróis e estanóis fecais, 
pesticidas e policícl icos) e moleculares (como a extração 
dos ácidos nucleicos dos alvos em questão) (5,9,20). 

As bactér ias usadas em MST apresentam quantidades e 
caracter ísticas distintas, como padrões de resistência a 
antibióticos (11,13,17,20,26) ou fragmentos específ icos de 
um gene que está inequivocamente associado a um hospe-
deiro (11,12). Esta especif icidade deve-se a processos 
evolutivos (11) e ao facto de as espécies de microrganismos 
diferirem com a dieta, fatores socioeconómicos e culturais, 
f isiologia e anatomia do hospedeiro, como a idade, genética 
e estado de saúde, e com a localização geográf ica do 
hospedeiro (5,7,12,18,19,24,27). Ao conhecer essas relações, 
que variam dentro de uma população ao longo do tempo e 
entre diferentes populações no espaço, é possível identif icar 
a fonte de contaminação fecal, já que muitos dos métodos 
que compõem esta técnica dependem de uma sequência 
específ ica de DNA, a que se designa de marcador molecular 
(7,8,11,12,14,17,19-21,24-26).

Aplicabilidade dos marcadores moleculares em MST

Os marcadores moleculares usados em MST são sequências 
de DNA que pertencem a microrganismos específ icos de um 
hospedeiro (17). Usualmente, recorre-se a vários marcadores 
para um único hospedeiro e a métodos de combinação, com 
o objetivo de aumentar a discriminação e precisão ou para 
confirmar os resultados (9,17,20,24). 

De forma a caracterizar o seu desempenho e aplicabilidade, 
os marcadores podem ser testados através de métodos qua-
litativos e quantitativos (24,19). Estes são avaliados conforme 
a especif icidade e sensibil idade que apresentam (7,12,17,24). 
Um marcador específ ico é um marcador que pertence 
exclusivamente a um hospedeiro, o que permite indicar com 
elevada precisão a fonte de contaminação, já a sua sensibil i-
dade consiste na sua capacidade de detetar fezes do hospe-
deiro, quando estas se encontram presentes nos recursos 
hídricos (11,24). A especif icidade ao hospedeiro é definida 
com base nos resultados verdadeiramente negativos das 
análises quando se analisa material genético de hospedeiros 
não-alvo. Porém, é de destacar que nenhum dos marcadores 
bacterianos exibe especif icidade absoluta, provavelmente 
não só devido à f isiologia, dietas semelhantes e coabitação 
dos organismos, mas também graças à possibil idade de 
haver homologia entre algumas regiões do genoma de genes 
marcadores, com outros microrganismos que não os espera-
dos. Devem, portanto, ser sempre validados para uma zona 
geográfica antes de serem usados rotineiramente.

Apesar dos marcadores v irais apresentarem especif ic i-
dade absoluta ao hospedeiro, de um modo geral, estes são 
menos prevalentes que os bacter ianos nas amostras fecais 
(7,14,17,19,20,24,28). 

A sensibi l idade do método é def inida pela proporção de 
amostras verdadeiramente posit ivas em que o marcador é 
detetado, ou seja, é a capacidade que o marcador tem de 
ser detetado em amostras fecais, mistas ou puras.

A escolha dos marcadores tem, então, como base a especi-
f icidade e sensibi l idade do método selecionado e o que se 
sabe até à data sobre as fontes de contaminação na área de 
estudo (24). O uso de diversos marcadores permitirá deter-
minar a principal fonte biológica de contaminação fecal.

_Conclusões

A abordagem Microbia l Source Track ing (MST) é re levante 
no contexto da contaminação fecal de águas f luviais e bal-
neares. Esta ferramenta de MST é extremamente úti l para a 
prevenção e no estabelecimento de medidas de mitigação, 

pois ao se fazer a associação a um culpado, de todos os 
possíveis suspeitos que andam entre nós, é possível tomar 
as medidas mais indicadas para a gestão do problema. 

Apesar do MST ser uma técnica promissora para identi f icar 
a fonte de contaminação fecal, deve-se, sempre que possí-
vel, apostar numa abordagem combinada, onde se recorre 
às bactér ias indicadoras fecais (FIB), à MST e à quanti f ica-
ção de marcador, pois só assim é que se terão informações 
mais conf iáveis sobre a qual idade da água e r iscos para a 
saúde públ ica.
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saúde públ ica associados à mesma (5,9,12,14,16 -19). Estas 
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coccus (8,10,17,18,20,21), que foram selecionados com base
nas vantagens que apresentam na sua capacidade indicatória 
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“aceitável”, ou “má” (22,23).

No entanto, a uti l ização destas FIB apresenta algumas l imi-
tações, por um lado não é necessariamente representativa 
de todos os agentes patogénicos possíveis, em todos os 
momentos no tempo, por outro lado, e mais relevante, não 
permite saber qual a sua fonte biológica, ou seja, qual a 
or igem da contaminação fecal. Esta é uma enorme desvan-
tagem, sobretudo na caracter ização do r isco para a saúde 
públ ica, na implementação de medidas corretivas e proces-
sos de mitigação (5,8,14,16 -18,20,21).

Na f igura 3 está representado um esquema simplif icado do 
surgimento do conceito de Microbial Source Tracking (MST), 
que permite complementar a informação gerada pela uti l iza-
ção das FIB – pois permite identif icar os grupos biológicos 
que originam a poluição fecal.

As técnicas de rastreamento molecular da fonte microbiana 
(MST), do inglês Microbial Source Tracking, surgiram no f inal 
do século XX (17) e têm sido desenvolvidas na última década, 
de modo a dar resposta à limitação indicada anteriormente: 
identif icar de forma inequívoca as fontes e origens da 
poluição fecal, incluindo as fontes difusas de contaminação
fecal  (7-9,11,12,14,16,17,19-21,24-26). Esta identif icação é crucial
para avaliar a qualidade da água e o risco associado à 
saúde humana, de forma a alocar verbas e a reformular as 
legislações em vigor, já que estas poderão ser cruciais na 
interrupção da transmissão de agentes patogénicos que irão 
afetar a saúde pública (7,9,16,17,19,20,24,25). Geralmente, são 
necessários grandes esforços e investimentos f inanceiros 
para mitigar as fontes de contaminação, como tal, a identif i-
cação das fontes de contaminação, facilita a sua resolução e 
definição dos recursos necessários (7,20,24,25).

Como funciona a técnica MST
A premissa da técnica MST baseia-se na associação de 
cer tos microrganismos fecais com um hospedeiro em 
par ticular, dado que cada organismo possui um conjunto 

de microrganismos específ icos no seu trato intestinal e 
estes tendem a passar para as massas de água pelas fezes 
(5,7-9,12,14,16,17,20,21,24,26). 

Os métodos de MST independentes de bibl iotecas de dados 
(LI-MST) são preferencialmente uti l izados, pois visam uma 
característica par ticular de uma espécie ou tipo específ ico 
de patógeno, tornando-se assim mais apelativos para a 
identif icação ao nível da espécie contaminante. Alguns des-
tes métodos recorrem a cultura, sendo baseados pelo cres-
cimento de vírus, bacteriófagos ou bactérias específ icas 
da fonte e mtDNA (5,9,17,20). Por outro lado, caso sejam 
independentes de cultura, serão uti l izados os testes quími-
cos (como a deteção de cafeína, esteróis e estanóis fecais, 
pesticidas e policícl icos) e moleculares (como a extração 
dos ácidos nucleicos dos alvos em questão) (5,9,20). 

As bactér ias usadas em MST apresentam quantidades e 
caracter ísticas distintas, como padrões de resistência a 
antibióticos (11,13,17,20,26) ou fragmentos específ icos de 
um gene que está inequivocamente associado a um hospe-
deiro (11,12). Esta especif icidade deve-se a processos 
evolutivos (11) e ao facto de as espécies de microrganismos 
diferirem com a dieta, fatores socioeconómicos e culturais, 
f isiologia e anatomia do hospedeiro, como a idade, genética 
e estado de saúde, e com a localização geográf ica do 
hospedeiro (5,7,12,18,19,24,27). Ao conhecer essas relações, 
que variam dentro de uma população ao longo do tempo e 
entre diferentes populações no espaço, é possível identif icar 
a fonte de contaminação fecal, já que muitos dos métodos 
que compõem esta técnica dependem de uma sequência 
específ ica de DNA, a que se designa de marcador molecular 
(7,8,11,12,14,17,19-21,24-26).

Aplicabilidade dos marcadores moleculares em MST

Os marcadores moleculares usados em MST são sequências 
de DNA que pertencem a microrganismos específ icos de um 
hospedeiro (17). Usualmente, recorre-se a vários marcadores 
para um único hospedeiro e a métodos de combinação, com 
o objetivo de aumentar a discriminação e precisão ou para 
confirmar os resultados (9,17,20,24). 

De forma a caracterizar o seu desempenho e aplicabilidade, 
os marcadores podem ser testados através de métodos qua-
litativos e quantitativos (24,19). Estes são avaliados conforme 
a especif icidade e sensibil idade que apresentam (7,12,17,24). 
Um marcador específ ico é um marcador que pertence 
exclusivamente a um hospedeiro, o que permite indicar com 
elevada precisão a fonte de contaminação, já a sua sensibil i-
dade consiste na sua capacidade de detetar fezes do hospe-
deiro, quando estas se encontram presentes nos recursos 
hídricos (11,24). A especif icidade ao hospedeiro é definida 
com base nos resultados verdadeiramente negativos das 
análises quando se analisa material genético de hospedeiros 
não-alvo. Porém, é de destacar que nenhum dos marcadores 
bacterianos exibe especif icidade absoluta, provavelmente 
não só devido à f isiologia, dietas semelhantes e coabitação 
dos organismos, mas também graças à possibil idade de 
haver homologia entre algumas regiões do genoma de genes 
marcadores, com outros microrganismos que não os espera-
dos. Devem, portanto, ser sempre validados para uma zona 
geográfica antes de serem usados rotineiramente.

Apesar dos marcadores v irais apresentarem especif ic i-
dade absoluta ao hospedeiro, de um modo geral, estes são 
menos prevalentes que os bacter ianos nas amostras fecais 
(7,14,17,19,20,24,28). 

A sensibi l idade do método é def inida pela proporção de 
amostras verdadeiramente posit ivas em que o marcador é 
detetado, ou seja, é a capacidade que o marcador tem de 
ser detetado em amostras fecais, mistas ou puras.

A escolha dos marcadores tem, então, como base a especi-
f icidade e sensibi l idade do método selecionado e o que se 
sabe até à data sobre as fontes de contaminação na área de 
estudo (24). O uso de diversos marcadores permitirá deter-
minar a principal fonte biológica de contaminação fecal.

_Conclusões

A abordagem Microbia l Source Track ing (MST) é re levante 
no contexto da contaminação fecal de águas f luviais e bal-
neares. Esta ferramenta de MST é extremamente úti l para a 
prevenção e no estabelecimento de medidas de mitigação, 

pois ao se fazer a associação a um culpado, de todos os 
possíveis suspeitos que andam entre nós, é possível tomar 
as medidas mais indicadas para a gestão do problema. 

Apesar do MST ser uma técnica promissora para identi f icar 
a fonte de contaminação fecal, deve-se, sempre que possí-
vel, apostar numa abordagem combinada, onde se recorre 
às bactér ias indicadoras fecais (FIB), à MST e à quanti f ica-
ção de marcador, pois só assim é que se terão informações 
mais conf iáveis sobre a qual idade da água e r iscos para a 
saúde públ ica.

Figura 1: Representação esquemática de diferentes fontes 
possíveis de contaminação de águas fluviais.

Figura 2: Representação esquemática de diferentes fontes 
possíveis de contaminação de águas balneares.



_Resumo

E. col i, col i formes, enterococos intestinais, estas bactér ias foram durante 
décadas a luz do sol na luta contra a propagação de doenças transmissí-
veis por águas de consumo e recreativas. A sua presença em massas de 
água correlaciona-se diretamente com a doença humana. No entanto, 
essa correlação não é total. Há uma percentagem de casos em que a 
sua presença não tem implicações na saúde humana. Como resolver 
estes casos, de forma a identi f icar as fontes de contaminação fecal? A 
Biotecnologia respondeu a esta questão. O genoma das Bacteroides spp., 
bactér ias per tencentes à f lora intestinal de animais de sangues quentes 
e dif iceis de cultivar em laboratór io, apresentam pequenas var iações de 
acordo com espécies que colonizam, indicando assim se a presença do 
seu mater ial genético numa água é de or igem humana, bovina, canídea, 
suína ou avícola, por exemplo. A sua pesquisa para determinar fontes de 
contaminação fecal em massas de água denomina-se de Microbial Source 
Tracking. Este método não veio substituir a uti l ização das bactér ias intes-
tinais tradicionais, que são indicadores simples e ef icientes, mas veio dar 
resposta à procura das fontes biológicas de uma contaminação fecal. 

_Abstract

E. co l i , co l i forms, intest ina l ente rococc i, these bacter ia have been 
for decades the sunshine of the strugg le aga inst the propagat ion of 
waterborne d iseases. I ts presence in water bod ies cor re lates d i rect ly 
wi th human d isease. Yet, th is cor re lat ion is not complete; there is a 
percentage of presence that has no impl icat ions in human hea l th. How 
can these cases be reso lved in such a way that the sources of faeca l 
contaminat ion be ident i f ied? B iotechnology answered th is quest ion. 
The genome of Bactero ides spp., which are bacter ia that be long to the 
intest ina l f lo ra of warm-blooded an imals, hard ly cu l t i vab le in laborator y, 
var y accord ing to the an imal spec ies which they co lon ise. Due to th is 
characte r ist ic, the presence of i ts genet ic mater ia l in water may be 
t racked to have or ig inated, for example, in humans, bovines, can ines, 
swine or fowl. The determinat ion of sources of faeca l contaminat ion in 
water bod ies is named “Microbia l Source Track ing”. I t does not rep lace 
the t rad i t iona l use of intest ina l bacter ia, which are s imple and ef f ic ient 
ind icators, but i t does respond to the search for b io log ica l sources of 
feca l contaminat ion.

_Introdução

O papel da água na vida
A água é um recurso natural essencial à v ida (1), fazendo 
par te de diversos processos f ís icos, químicos e biológi-
cos (2 ,3). Esta é uma fonte imprescindível para a v ida e a 
sua manutenção, desempenhando um papel crucial não 
só para o homem como para as suas inúmeras ativ idades, 
como tarefas diár ias, de lazer e de tur ismo (1,2). 

Saúde ambiental
Tudo o que é introduzido na água passa pelo ambiente e 
chega ao homem. Sendo por isso crucial, de modo a alcan-
çar uma boa saúde pública, protegê-la e assegurar a sua 
disponibi l idade e qualidade para os diversos f ins a que se 
destina. Para tal, é necessário que existam um conjunto 
de estratégias e leis associadas à gestão sustentável, moni-
tor ização e proteção das águas e dos seus ecossistemas. 
Deste modo, consegue-se alcançar uma boa qualidade, já 
que um controlo inef iciente das fontes de poluição, ou uma 
incorreta gestão, poderá afetar as massas de água destina-
das ao consumo doméstico (4) ou a qualidade das águas 
balneares, e as usadas para outros f ins recreativos.

Problemas que advêm das águas
Recursos hídr icos contaminados representam não só um 
elevado r isco para a saúde humana, devido à possibi l idade 
de ingestão e de transmissão de doenças parasitár ias e 
infeciosas, mas também pode afetar o ambiente e a econo-
mia, já que pode or iginar o encerramento de áreas recreati-
vas, como praias, zonas de pesca e de aquacultura, assim 
como outros locais de lazer que envolvam massas de água 
contaminadas (3,5 -9). 

Os r iscos para a saúde associados à água podem ser inseri-
dos em duas categorias principais. Uma das categorias 
está relacionada com a ingestão de água contaminada por 
agentes biológicos (vírus, bactérias, fungos e parasitas), e 
através do contacto direto ou por meio de insetos vetores 
que necessitam da água no seu ciclo biológico. A outra 
categoria inclui os r iscos derivados de poluentes químicos 
em geral, f luentes de esgotos industr iais e agrícolas (3).

Origens de contaminação de águas
A poluição em águas pode ser classif icada como pontual 
ou difusa (3,7,10-12). A pontual atinge o corpo de água num 
único local, de forma concentrada e é composta maioritar ia-
mente por ef luentes domésticos e industr iais. A difusa, ao 
atingir o corpo de água, difunde por extensas áreas e é 
maioritar iamente composta por resíduos provenientes da 
agricultura e pelo escoamento super f icial urbano e rural 
(escorrências) (3,7,10-12). Assim, as fontes pontuais são 
relativamente fáceis de identif icar, ao contrário das difusas, 
que podem advir do transporte de várias fontes misturadas 
a grandes distâncias (3,7,11-13). 

Os cursos de água podem ser contaminados pela agricultura, 
pecuária, áreas rurais ou urbanas e estações de tratamento 
de água (3,7,9,10,14), existindo por isso diversas possíveis fon-
tes de contaminação. As principais e de origem fecal podem 
ter como fonte o homem, ruminantes, animais selvagens, 
animais domésticos ou aves ( figura 1) (3,7,10,15,16). 

Cada uma dessas fontes apresenta um r isco di ferente para 
a saúde humana, sendo a água dos esgotos a mais no-
civa (12,17,18), já que podem conter microrganismos patogéni-
cos vários, de origem humana e animal (3,5,7-12,16,17). Assim, 
é importante destacar que a principal fonte de contamina-
ção dos ambientes aquáticos naturais está associada às 
águas de esgotos domésticos e industriais não-tratadas ou 
que são sujeitas a tratamentos insuficientes/inadequados 
(figura 2) (3,7,10,15,16). 

_Objetivo

Avaliar a relevância da abordagem Microbial Source Tracking 
no contexto da contaminação fecal de águas fluviais e bal-
neares. 

_Métodos

Tendo em vista que a poluição fecal nas águas é frequente-
mente o resultado de uma contaminação mista, torna-se 
crucial determinar os componentes indiv iduais, de modo a 
salvaguardar a saúde públ ica e or ientar os esforços para a 
sua mitigação (10,18).

Habitualmente, as bactér ias indicadoras fecais (FIB) têm 
sido ótimas ferramentas para monitor izar a poluição, aval iar 
a qual idade e o tratamento da água e estudar os r iscos de 

saúde públ ica associados à mesma (5,9,12,14,16 -19). Estas 
são caracter izadas por um grupo heterogéneo de taxa 
bacter ianos, def inidos por caracter ísticas fenotípicas que 
permitem a sua deteção e quanti f icação (12). Os pr incipais 
FIB usados mundialmente são atualmente E. col i e Entero-
coccus (8,10,17,18,20,21), que foram selecionados com base
nas vantagens que apresentam na sua capacidade indicatória 
de contaminação fecal (16,17). 

Por exemplo, em Por tugal, a aval iação da qual idade das
águas balneares rege-se pelos cr i tér ios da Diretiva 
2006/7/CE, e do Decreto-le i n.º 113/2012 (22,23). Esta é 
real izada com base na anál ise bacter iológica para identi f i-
cação de Enterococos intestinais e Escher ichia col i. De 
acordo com os resultados dessas anál ises bacter iológicas, 
cada água balnear é classi f icada como “excelente”, “boa”, 
“aceitável”, ou “má” (22,23).

No entanto, a uti l ização destas FIB apresenta algumas l imi-
tações, por um lado não é necessariamente representativa 
de todos os agentes patogénicos possíveis, em todos os 
momentos no tempo, por outro lado, e mais relevante, não 
permite saber qual a sua fonte biológica, ou seja, qual a 
or igem da contaminação fecal. Esta é uma enorme desvan-
tagem, sobretudo na caracter ização do r isco para a saúde 
públ ica, na implementação de medidas corretivas e proces-
sos de mitigação (5,8,14,16 -18,20,21).

Na f igura 3 está representado um esquema simplif icado do 
surgimento do conceito de Microbial Source Tracking (MST), 
que permite complementar a informação gerada pela uti l iza-
ção das FIB – pois permite identif icar os grupos biológicos 
que originam a poluição fecal.

As técnicas de rastreamento molecular da fonte microbiana 
(MST), do inglês Microbial Source Tracking, surgiram no f inal 
do século XX (17) e têm sido desenvolvidas na última década, 
de modo a dar resposta à limitação indicada anteriormente: 
identif icar de forma inequívoca as fontes e origens da 
poluição fecal, incluindo as fontes difusas de contaminação
fecal  (7-9,11,12,14,16,17,19-21,24-26). Esta identif icação é crucial
para avaliar a qualidade da água e o risco associado à 
saúde humana, de forma a alocar verbas e a reformular as 
legislações em vigor, já que estas poderão ser cruciais na 
interrupção da transmissão de agentes patogénicos que irão 
afetar a saúde pública (7,9,16,17,19,20,24,25). Geralmente, são 
necessários grandes esforços e investimentos f inanceiros 
para mitigar as fontes de contaminação, como tal, a identif i-
cação das fontes de contaminação, facilita a sua resolução e 
definição dos recursos necessários (7,20,24,25).

Como funciona a técnica MST
A premissa da técnica MST baseia-se na associação de 
cer tos microrganismos fecais com um hospedeiro em 
par ticular, dado que cada organismo possui um conjunto 
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de microrganismos específ icos no seu trato intestinal e 
estes tendem a passar para as massas de água pelas fezes 
(5,7-9,12,14,16,17,20,21,24,26). 

Os métodos de MST independentes de bibl iotecas de dados 
(LI-MST) são preferencialmente uti l izados, pois visam uma 
característica par ticular de uma espécie ou tipo específ ico 
de patógeno, tornando-se assim mais apelativos para a 
identif icação ao nível da espécie contaminante. Alguns des-
tes métodos recorrem a cultura, sendo baseados pelo cres-
cimento de vírus, bacteriófagos ou bactérias específ icas 
da fonte e mtDNA (5,9,17,20). Por outro lado, caso sejam 
independentes de cultura, serão uti l izados os testes quími-
cos (como a deteção de cafeína, esteróis e estanóis fecais, 
pesticidas e policícl icos) e moleculares (como a extração 
dos ácidos nucleicos dos alvos em questão) (5,9,20). 

As bactér ias usadas em MST apresentam quantidades e 
caracter ísticas distintas, como padrões de resistência a 
antibióticos (11,13,17,20,26) ou fragmentos específ icos de 
um gene que está inequivocamente associado a um hospe-
deiro (11,12). Esta especif icidade deve-se a processos 
evolutivos (11) e ao facto de as espécies de microrganismos 
diferirem com a dieta, fatores socioeconómicos e culturais, 
f isiologia e anatomia do hospedeiro, como a idade, genética 
e estado de saúde, e com a localização geográf ica do 
hospedeiro (5,7,12,18,19,24,27). Ao conhecer essas relações, 
que variam dentro de uma população ao longo do tempo e 
entre diferentes populações no espaço, é possível identif icar 
a fonte de contaminação fecal, já que muitos dos métodos 
que compõem esta técnica dependem de uma sequência 
específ ica de DNA, a que se designa de marcador molecular 
(7,8,11,12,14,17,19-21,24-26).

Aplicabilidade dos marcadores moleculares em MST

Os marcadores moleculares usados em MST são sequências 
de DNA que pertencem a microrganismos específ icos de um 
hospedeiro (17). Usualmente, recorre-se a vários marcadores 
para um único hospedeiro e a métodos de combinação, com 
o objetivo de aumentar a discriminação e precisão ou para 
confirmar os resultados (9,17,20,24). 

De forma a caracterizar o seu desempenho e aplicabilidade, 
os marcadores podem ser testados através de métodos qua-
litativos e quantitativos (24,19). Estes são avaliados conforme 
a especif icidade e sensibil idade que apresentam (7,12,17,24). 
Um marcador específ ico é um marcador que pertence 
exclusivamente a um hospedeiro, o que permite indicar com 
elevada precisão a fonte de contaminação, já a sua sensibil i-
dade consiste na sua capacidade de detetar fezes do hospe-
deiro, quando estas se encontram presentes nos recursos 
hídricos (11,24). A especif icidade ao hospedeiro é definida 
com base nos resultados verdadeiramente negativos das 
análises quando se analisa material genético de hospedeiros 
não-alvo. Porém, é de destacar que nenhum dos marcadores 
bacterianos exibe especif icidade absoluta, provavelmente 
não só devido à f isiologia, dietas semelhantes e coabitação 
dos organismos, mas também graças à possibil idade de 
haver homologia entre algumas regiões do genoma de genes 
marcadores, com outros microrganismos que não os espera-
dos. Devem, portanto, ser sempre validados para uma zona 
geográfica antes de serem usados rotineiramente.

Apesar dos marcadores v irais apresentarem especif ic i-
dade absoluta ao hospedeiro, de um modo geral, estes são 
menos prevalentes que os bacter ianos nas amostras fecais 
(7,14,17,19,20,24,28). 

A sensibi l idade do método é def inida pela proporção de 
amostras verdadeiramente posit ivas em que o marcador é 
detetado, ou seja, é a capacidade que o marcador tem de 
ser detetado em amostras fecais, mistas ou puras.

A escolha dos marcadores tem, então, como base a especi-
f icidade e sensibi l idade do método selecionado e o que se 
sabe até à data sobre as fontes de contaminação na área de 
estudo (24). O uso de diversos marcadores permitirá deter-
minar a principal fonte biológica de contaminação fecal.

_Conclusões

A abordagem Microbia l Source Track ing (MST) é re levante 
no contexto da contaminação fecal de águas f luviais e bal-
neares. Esta ferramenta de MST é extremamente úti l para a 
prevenção e no estabelecimento de medidas de mitigação, 

pois ao se fazer a associação a um culpado, de todos os 
possíveis suspeitos que andam entre nós, é possível tomar 
as medidas mais indicadas para a gestão do problema. 

Apesar do MST ser uma técnica promissora para identi f icar 
a fonte de contaminação fecal, deve-se, sempre que possí-
vel, apostar numa abordagem combinada, onde se recorre 
às bactér ias indicadoras fecais (FIB), à MST e à quanti f ica-
ção de marcador, pois só assim é que se terão informações 
mais conf iáveis sobre a qual idade da água e r iscos para a 
saúde públ ica.

Figura 3: Esquema simplificado do aparecimento do conceito do Microbial Source Tracking (MST), 
que surge de modo a colmatar as limitações indicadas pela ferramenta FIB.

Identifica de forma inequívoca 
as fontes e origens da poluição 

fecal, incluindo as fontes difusas 
de contaminação fecal

Principais

8 E.coli
8 Enterococcus

Vantagens

8 Baixo potencial patogénico
8 Abundante nas fezes
8 Correlação com o surgimento  

de doenças

MSTFIB 4

8 Bactérias persistem e replicam 
fora do hospedeiro

8 Correlação parcial entre FIB e a 
presença de patogénicos

8 Falhas na identificação de cer tos 
microrganismos

8 Incapacidade de indicar a fonte 
ou origem da contaminação fecal

Limitações 4 4

artigos breves_   n. 4



_Resumo

E. col i, col i formes, enterococos intestinais, estas bactér ias foram durante 
décadas a luz do sol na luta contra a propagação de doenças transmissí-
veis por águas de consumo e recreativas. A sua presença em massas de 
água correlaciona-se diretamente com a doença humana. No entanto, 
essa correlação não é total. Há uma percentagem de casos em que a 
sua presença não tem implicações na saúde humana. Como resolver 
estes casos, de forma a identi f icar as fontes de contaminação fecal? A 
Biotecnologia respondeu a esta questão. O genoma das Bacteroides spp., 
bactér ias per tencentes à f lora intestinal de animais de sangues quentes 
e dif iceis de cultivar em laboratór io, apresentam pequenas var iações de 
acordo com espécies que colonizam, indicando assim se a presença do 
seu mater ial genético numa água é de or igem humana, bovina, canídea, 
suína ou avícola, por exemplo. A sua pesquisa para determinar fontes de 
contaminação fecal em massas de água denomina-se de Microbial Source 
Tracking. Este método não veio substituir a uti l ização das bactér ias intes-
tinais tradicionais, que são indicadores simples e ef icientes, mas veio dar 
resposta à procura das fontes biológicas de uma contaminação fecal. 

_Abstract

E. co l i , co l i forms, intest ina l ente rococc i, these bacter ia have been 
for decades the sunshine of the strugg le aga inst the propagat ion of 
waterborne d iseases. I ts presence in water bod ies cor re lates d i rect ly 
wi th human d isease. Yet, th is cor re lat ion is not complete; there is a 
percentage of presence that has no impl icat ions in human hea l th. How 
can these cases be reso lved in such a way that the sources of faeca l 
contaminat ion be ident i f ied? B iotechnology answered th is quest ion. 
The genome of Bactero ides spp., which are bacter ia that be long to the 
intest ina l f lo ra of warm-blooded an imals, hard ly cu l t i vab le in laborator y, 
var y accord ing to the an imal spec ies which they co lon ise. Due to th is 
characte r ist ic, the presence of i ts genet ic mater ia l in water may be 
t racked to have or ig inated, for example, in humans, bovines, can ines, 
swine or fowl. The determinat ion of sources of faeca l contaminat ion in 
water bod ies is named “Microbia l Source Track ing”. I t does not rep lace 
the t rad i t iona l use of intest ina l bacter ia, which are s imple and ef f ic ient 
ind icators, but i t does respond to the search for b io log ica l sources of 
feca l contaminat ion.

_Introdução

O papel da água na vida
A água é um recurso natural essencial à v ida (1), fazendo 
par te de diversos processos f ís icos, químicos e biológi-
cos (2 ,3). Esta é uma fonte imprescindível para a v ida e a 
sua manutenção, desempenhando um papel crucial não 
só para o homem como para as suas inúmeras ativ idades, 
como tarefas diár ias, de lazer e de tur ismo (1,2). 

Saúde ambiental
Tudo o que é introduzido na água passa pelo ambiente e 
chega ao homem. Sendo por isso crucial, de modo a alcan-
çar uma boa saúde pública, protegê-la e assegurar a sua 
disponibi l idade e qualidade para os diversos f ins a que se 
destina. Para tal, é necessário que existam um conjunto 
de estratégias e leis associadas à gestão sustentável, moni-
tor ização e proteção das águas e dos seus ecossistemas. 
Deste modo, consegue-se alcançar uma boa qualidade, já 
que um controlo inef iciente das fontes de poluição, ou uma 
incorreta gestão, poderá afetar as massas de água destina-
das ao consumo doméstico (4) ou a qualidade das águas 
balneares, e as usadas para outros f ins recreativos.

Problemas que advêm das águas
Recursos hídr icos contaminados representam não só um 
elevado r isco para a saúde humana, devido à possibi l idade 
de ingestão e de transmissão de doenças parasitár ias e 
infeciosas, mas também pode afetar o ambiente e a econo-
mia, já que pode or iginar o encerramento de áreas recreati-
vas, como praias, zonas de pesca e de aquacultura, assim 
como outros locais de lazer que envolvam massas de água 
contaminadas (3,5 -9). 

Os r iscos para a saúde associados à água podem ser inseri-
dos em duas categorias principais. Uma das categorias 
está relacionada com a ingestão de água contaminada por 
agentes biológicos (vírus, bactérias, fungos e parasitas), e 
através do contacto direto ou por meio de insetos vetores 
que necessitam da água no seu ciclo biológico. A outra 
categoria inclui os r iscos derivados de poluentes químicos 
em geral, f luentes de esgotos industr iais e agrícolas (3).

Origens de contaminação de águas
A poluição em águas pode ser classif icada como pontual 
ou difusa (3,7,10-12). A pontual atinge o corpo de água num 
único local, de forma concentrada e é composta maioritar ia-
mente por ef luentes domésticos e industr iais. A difusa, ao 
atingir o corpo de água, difunde por extensas áreas e é 
maioritar iamente composta por resíduos provenientes da 
agricultura e pelo escoamento super f icial urbano e rural 
(escorrências) (3,7,10-12). Assim, as fontes pontuais são 
relativamente fáceis de identif icar, ao contrário das difusas, 
que podem advir do transporte de várias fontes misturadas 
a grandes distâncias (3,7,11-13). 

Os cursos de água podem ser contaminados pela agricultura, 
pecuária, áreas rurais ou urbanas e estações de tratamento 
de água (3,7,9,10,14), existindo por isso diversas possíveis fon-
tes de contaminação. As principais e de origem fecal podem 
ter como fonte o homem, ruminantes, animais selvagens, 
animais domésticos ou aves ( figura 1) (3,7,10,15,16). 

Cada uma dessas fontes apresenta um r isco di ferente para 
a saúde humana, sendo a água dos esgotos a mais no-
civa (12,17,18), já que podem conter microrganismos patogéni-
cos vários, de origem humana e animal (3,5,7-12,16,17). Assim, 
é importante destacar que a principal fonte de contamina-
ção dos ambientes aquáticos naturais está associada às 
águas de esgotos domésticos e industriais não-tratadas ou 
que são sujeitas a tratamentos insuficientes/inadequados 
(figura 2) (3,7,10,15,16). 

_Objetivo

Avaliar a relevância da abordagem Microbial Source Tracking 
no contexto da contaminação fecal de águas fluviais e bal-
neares. 

_Métodos

Tendo em vista que a poluição fecal nas águas é frequente-
mente o resultado de uma contaminação mista, torna-se 
crucial determinar os componentes indiv iduais, de modo a 
salvaguardar a saúde públ ica e or ientar os esforços para a 
sua mitigação (10,18).

Habitualmente, as bactér ias indicadoras fecais (FIB) têm 
sido ótimas ferramentas para monitor izar a poluição, aval iar 
a qual idade e o tratamento da água e estudar os r iscos de 

saúde públ ica associados à mesma (5,9,12,14,16 -19). Estas 
são caracter izadas por um grupo heterogéneo de taxa 
bacter ianos, def inidos por caracter ísticas fenotípicas que 
permitem a sua deteção e quanti f icação (12). Os pr incipais 
FIB usados mundialmente são atualmente E. col i e Entero-
coccus (8,10,17,18,20,21), que foram selecionados com base
nas vantagens que apresentam na sua capacidade indicatória 
de contaminação fecal (16,17). 

Por exemplo, em Por tugal, a aval iação da qual idade das
águas balneares rege-se pelos cr i tér ios da Diretiva 
2006/7/CE, e do Decreto-le i n.º 113/2012 (22,23). Esta é 
real izada com base na anál ise bacter iológica para identi f i-
cação de Enterococos intestinais e Escher ichia col i. De 
acordo com os resultados dessas anál ises bacter iológicas, 
cada água balnear é classi f icada como “excelente”, “boa”, 
“aceitável”, ou “má” (22,23).

No entanto, a uti l ização destas FIB apresenta algumas l imi-
tações, por um lado não é necessariamente representativa 
de todos os agentes patogénicos possíveis, em todos os 
momentos no tempo, por outro lado, e mais relevante, não 
permite saber qual a sua fonte biológica, ou seja, qual a 
or igem da contaminação fecal. Esta é uma enorme desvan-
tagem, sobretudo na caracter ização do r isco para a saúde 
públ ica, na implementação de medidas corretivas e proces-
sos de mitigação (5,8,14,16 -18,20,21).

Na f igura 3 está representado um esquema simplif icado do 
surgimento do conceito de Microbial Source Tracking (MST), 
que permite complementar a informação gerada pela uti l iza-
ção das FIB – pois permite identif icar os grupos biológicos 
que originam a poluição fecal.

As técnicas de rastreamento molecular da fonte microbiana 
(MST), do inglês Microbial Source Tracking, surgiram no f inal 
do século XX (17) e têm sido desenvolvidas na última década, 
de modo a dar resposta à limitação indicada anteriormente: 
identif icar de forma inequívoca as fontes e origens da 
poluição fecal, incluindo as fontes difusas de contaminação
fecal  (7-9,11,12,14,16,17,19-21,24-26). Esta identif icação é crucial
para avaliar a qualidade da água e o risco associado à 
saúde humana, de forma a alocar verbas e a reformular as 
legislações em vigor, já que estas poderão ser cruciais na 
interrupção da transmissão de agentes patogénicos que irão 
afetar a saúde pública (7,9,16,17,19,20,24,25). Geralmente, são 
necessários grandes esforços e investimentos f inanceiros 
para mitigar as fontes de contaminação, como tal, a identif i-
cação das fontes de contaminação, facilita a sua resolução e 
definição dos recursos necessários (7,20,24,25).

Como funciona a técnica MST
A premissa da técnica MST baseia-se na associação de 
cer tos microrganismos fecais com um hospedeiro em 
par ticular, dado que cada organismo possui um conjunto 
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de microrganismos específ icos no seu trato intestinal e 
estes tendem a passar para as massas de água pelas fezes 
(5,7-9,12,14,16,17,20,21,24,26). 

Os métodos de MST independentes de bibl iotecas de dados 
(LI-MST) são preferencialmente uti l izados, pois visam uma 
característica par ticular de uma espécie ou tipo específ ico 
de patógeno, tornando-se assim mais apelativos para a 
identif icação ao nível da espécie contaminante. Alguns des-
tes métodos recorrem a cultura, sendo baseados pelo cres-
cimento de vírus, bacteriófagos ou bactérias específ icas 
da fonte e mtDNA (5,9,17,20). Por outro lado, caso sejam 
independentes de cultura, serão uti l izados os testes quími-
cos (como a deteção de cafeína, esteróis e estanóis fecais, 
pesticidas e policícl icos) e moleculares (como a extração 
dos ácidos nucleicos dos alvos em questão) (5,9,20). 

As bactér ias usadas em MST apresentam quantidades e 
caracter ísticas distintas, como padrões de resistência a 
antibióticos (11,13,17,20,26) ou fragmentos específ icos de 
um gene que está inequivocamente associado a um hospe-
deiro (11,12). Esta especif icidade deve-se a processos 
evolutivos (11) e ao facto de as espécies de microrganismos 
diferirem com a dieta, fatores socioeconómicos e culturais, 
f isiologia e anatomia do hospedeiro, como a idade, genética 
e estado de saúde, e com a localização geográf ica do 
hospedeiro (5,7,12,18,19,24,27). Ao conhecer essas relações, 
que variam dentro de uma população ao longo do tempo e 
entre diferentes populações no espaço, é possível identif icar 
a fonte de contaminação fecal, já que muitos dos métodos 
que compõem esta técnica dependem de uma sequência 
específ ica de DNA, a que se designa de marcador molecular 
(7,8,11,12,14,17,19-21,24-26).

Aplicabilidade dos marcadores moleculares em MST

Os marcadores moleculares usados em MST são sequências 
de DNA que pertencem a microrganismos específ icos de um 
hospedeiro (17). Usualmente, recorre-se a vários marcadores 
para um único hospedeiro e a métodos de combinação, com 
o objetivo de aumentar a discriminação e precisão ou para 
confirmar os resultados (9,17,20,24). 

De forma a caracterizar o seu desempenho e aplicabilidade, 
os marcadores podem ser testados através de métodos qua-
litativos e quantitativos (24,19). Estes são avaliados conforme 
a especif icidade e sensibil idade que apresentam (7,12,17,24). 
Um marcador específ ico é um marcador que pertence 
exclusivamente a um hospedeiro, o que permite indicar com 
elevada precisão a fonte de contaminação, já a sua sensibil i-
dade consiste na sua capacidade de detetar fezes do hospe-
deiro, quando estas se encontram presentes nos recursos 
hídricos (11,24). A especif icidade ao hospedeiro é definida 
com base nos resultados verdadeiramente negativos das 
análises quando se analisa material genético de hospedeiros 
não-alvo. Porém, é de destacar que nenhum dos marcadores 
bacterianos exibe especif icidade absoluta, provavelmente 
não só devido à f isiologia, dietas semelhantes e coabitação 
dos organismos, mas também graças à possibil idade de 
haver homologia entre algumas regiões do genoma de genes 
marcadores, com outros microrganismos que não os espera-
dos. Devem, portanto, ser sempre validados para uma zona 
geográfica antes de serem usados rotineiramente.

Apesar dos marcadores v irais apresentarem especif ic i-
dade absoluta ao hospedeiro, de um modo geral, estes são 
menos prevalentes que os bacter ianos nas amostras fecais 
(7,14,17,19,20,24,28). 

A sensibi l idade do método é def inida pela proporção de 
amostras verdadeiramente posit ivas em que o marcador é 
detetado, ou seja, é a capacidade que o marcador tem de 
ser detetado em amostras fecais, mistas ou puras.

A escolha dos marcadores tem, então, como base a especi-
f icidade e sensibi l idade do método selecionado e o que se 
sabe até à data sobre as fontes de contaminação na área de 
estudo (24). O uso de diversos marcadores permitirá deter-
minar a principal fonte biológica de contaminação fecal.

_Conclusões

A abordagem Microbia l Source Track ing (MST) é re levante 
no contexto da contaminação fecal de águas f luviais e bal-
neares. Esta ferramenta de MST é extremamente úti l para a 
prevenção e no estabelecimento de medidas de mitigação, 

pois ao se fazer a associação a um culpado, de todos os 
possíveis suspeitos que andam entre nós, é possível tomar 
as medidas mais indicadas para a gestão do problema. 

Apesar do MST ser uma técnica promissora para identi f icar 
a fonte de contaminação fecal, deve-se, sempre que possí-
vel, apostar numa abordagem combinada, onde se recorre 
às bactér ias indicadoras fecais (FIB), à MST e à quanti f ica-
ção de marcador, pois só assim é que se terão informações 
mais conf iáveis sobre a qual idade da água e r iscos para a 
saúde públ ica.
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_Resumo

E. col i, col i formes, enterococos intestinais, estas bactér ias foram durante 
décadas a luz do sol na luta contra a propagação de doenças transmissí-
veis por águas de consumo e recreativas. A sua presença em massas de 
água correlaciona-se diretamente com a doença humana. No entanto, 
essa correlação não é total. Há uma percentagem de casos em que a 
sua presença não tem implicações na saúde humana. Como resolver 
estes casos, de forma a identi f icar as fontes de contaminação fecal? A 
Biotecnologia respondeu a esta questão. O genoma das Bacteroides spp., 
bactér ias per tencentes à f lora intestinal de animais de sangues quentes 
e dif iceis de cultivar em laboratór io, apresentam pequenas var iações de 
acordo com espécies que colonizam, indicando assim se a presença do 
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E. co l i , co l i forms, intest ina l ente rococc i, these bacter ia have been 
for decades the sunshine of the strugg le aga inst the propagat ion of 
waterborne d iseases. I ts presence in water bod ies cor re lates d i rect ly 
wi th human d isease. Yet, th is cor re lat ion is not complete; there is a 
percentage of presence that has no impl icat ions in human hea l th. How 
can these cases be reso lved in such a way that the sources of faeca l 
contaminat ion be ident i f ied? B iotechnology answered th is quest ion. 
The genome of Bactero ides spp., which are bacter ia that be long to the 
intest ina l f lo ra of warm-blooded an imals, hard ly cu l t i vab le in laborator y, 
var y accord ing to the an imal spec ies which they co lon ise. Due to th is 
characte r ist ic, the presence of i ts genet ic mater ia l in water may be 
t racked to have or ig inated, for example, in humans, bovines, can ines, 
swine or fowl. The determinat ion of sources of faeca l contaminat ion in 
water bod ies is named “Microbia l Source Track ing”. I t does not rep lace 
the t rad i t iona l use of intest ina l bacter ia, which are s imple and ef f ic ient 
ind icators, but i t does respond to the search for b io log ica l sources of 
feca l contaminat ion.

_Introdução

O papel da água na vida
A água é um recurso natural essencial à v ida (1), fazendo 
par te de diversos processos f ís icos, químicos e biológi-
cos (2 ,3). Esta é uma fonte imprescindível para a v ida e a 
sua manutenção, desempenhando um papel crucial não 
só para o homem como para as suas inúmeras ativ idades, 
como tarefas diár ias, de lazer e de tur ismo (1,2). 

Saúde ambiental
Tudo o que é introduzido na água passa pelo ambiente e 
chega ao homem. Sendo por isso crucial, de modo a alcan-
çar uma boa saúde pública, protegê-la e assegurar a sua 
disponibi l idade e qualidade para os diversos f ins a que se 
destina. Para tal, é necessário que existam um conjunto 
de estratégias e leis associadas à gestão sustentável, moni-
tor ização e proteção das águas e dos seus ecossistemas. 
Deste modo, consegue-se alcançar uma boa qualidade, já 
que um controlo inef iciente das fontes de poluição, ou uma 
incorreta gestão, poderá afetar as massas de água destina-
das ao consumo doméstico (4) ou a qualidade das águas 
balneares, e as usadas para outros f ins recreativos.

Problemas que advêm das águas
Recursos hídr icos contaminados representam não só um 
elevado r isco para a saúde humana, devido à possibi l idade 
de ingestão e de transmissão de doenças parasitár ias e 
infeciosas, mas também pode afetar o ambiente e a econo-
mia, já que pode or iginar o encerramento de áreas recreati-
vas, como praias, zonas de pesca e de aquacultura, assim 
como outros locais de lazer que envolvam massas de água 
contaminadas (3,5 -9). 

Os r iscos para a saúde associados à água podem ser inseri-
dos em duas categorias principais. Uma das categorias 
está relacionada com a ingestão de água contaminada por 
agentes biológicos (vírus, bactérias, fungos e parasitas), e 
através do contacto direto ou por meio de insetos vetores 
que necessitam da água no seu ciclo biológico. A outra 
categoria inclui os r iscos derivados de poluentes químicos 
em geral, f luentes de esgotos industr iais e agrícolas (3).

Origens de contaminação de águas
A poluição em águas pode ser classif icada como pontual 
ou difusa (3,7,10-12). A pontual atinge o corpo de água num 
único local, de forma concentrada e é composta maioritar ia-
mente por ef luentes domésticos e industr iais. A difusa, ao 
atingir o corpo de água, difunde por extensas áreas e é 
maioritar iamente composta por resíduos provenientes da 
agricultura e pelo escoamento super f icial urbano e rural 
(escorrências) (3,7,10-12). Assim, as fontes pontuais são 
relativamente fáceis de identif icar, ao contrário das difusas, 
que podem advir do transporte de várias fontes misturadas 
a grandes distâncias (3,7,11-13). 

Os cursos de água podem ser contaminados pela agricultura, 
pecuária, áreas rurais ou urbanas e estações de tratamento 
de água (3,7,9,10,14), existindo por isso diversas possíveis fon-
tes de contaminação. As principais e de origem fecal podem 
ter como fonte o homem, ruminantes, animais selvagens, 
animais domésticos ou aves ( figura 1) (3,7,10,15,16). 

Cada uma dessas fontes apresenta um r isco di ferente para 
a saúde humana, sendo a água dos esgotos a mais no-
civa (12,17,18), já que podem conter microrganismos patogéni-
cos vários, de origem humana e animal (3,5,7-12,16,17). Assim, 
é importante destacar que a principal fonte de contamina-
ção dos ambientes aquáticos naturais está associada às 
águas de esgotos domésticos e industriais não-tratadas ou 
que são sujeitas a tratamentos insuficientes/inadequados 
(figura 2) (3,7,10,15,16). 

_Objetivo

Avaliar a relevância da abordagem Microbial Source Tracking 
no contexto da contaminação fecal de águas fluviais e bal-
neares. 

_Métodos

Tendo em vista que a poluição fecal nas águas é frequente-
mente o resultado de uma contaminação mista, torna-se 
crucial determinar os componentes indiv iduais, de modo a 
salvaguardar a saúde públ ica e or ientar os esforços para a 
sua mitigação (10,18).

Habitualmente, as bactér ias indicadoras fecais (FIB) têm 
sido ótimas ferramentas para monitor izar a poluição, aval iar 
a qual idade e o tratamento da água e estudar os r iscos de 

saúde públ ica associados à mesma (5,9,12,14,16 -19). Estas 
são caracter izadas por um grupo heterogéneo de taxa 
bacter ianos, def inidos por caracter ísticas fenotípicas que 
permitem a sua deteção e quanti f icação (12). Os pr incipais 
FIB usados mundialmente são atualmente E. col i e Entero-
coccus (8,10,17,18,20,21), que foram selecionados com base
nas vantagens que apresentam na sua capacidade indicatória 
de contaminação fecal (16,17). 

Por exemplo, em Por tugal, a aval iação da qual idade das
águas balneares rege-se pelos cr i tér ios da Diretiva 
2006/7/CE, e do Decreto-le i n.º 113/2012 (22,23). Esta é 
real izada com base na anál ise bacter iológica para identi f i-
cação de Enterococos intestinais e Escher ichia col i. De 
acordo com os resultados dessas anál ises bacter iológicas, 
cada água balnear é classi f icada como “excelente”, “boa”, 
“aceitável”, ou “má” (22,23).

No entanto, a uti l ização destas FIB apresenta algumas l imi-
tações, por um lado não é necessariamente representativa 
de todos os agentes patogénicos possíveis, em todos os 
momentos no tempo, por outro lado, e mais relevante, não 
permite saber qual a sua fonte biológica, ou seja, qual a 
or igem da contaminação fecal. Esta é uma enorme desvan-
tagem, sobretudo na caracter ização do r isco para a saúde 
públ ica, na implementação de medidas corretivas e proces-
sos de mitigação (5,8,14,16 -18,20,21).

Na f igura 3 está representado um esquema simplif icado do 
surgimento do conceito de Microbial Source Tracking (MST), 
que permite complementar a informação gerada pela uti l iza-
ção das FIB – pois permite identif icar os grupos biológicos 
que originam a poluição fecal.

As técnicas de rastreamento molecular da fonte microbiana 
(MST), do inglês Microbial Source Tracking, surgiram no f inal 
do século XX (17) e têm sido desenvolvidas na última década, 
de modo a dar resposta à limitação indicada anteriormente: 
identif icar de forma inequívoca as fontes e origens da 
poluição fecal, incluindo as fontes difusas de contaminação
fecal  (7-9,11,12,14,16,17,19-21,24-26). Esta identif icação é crucial
para avaliar a qualidade da água e o risco associado à 
saúde humana, de forma a alocar verbas e a reformular as 
legislações em vigor, já que estas poderão ser cruciais na 
interrupção da transmissão de agentes patogénicos que irão 
afetar a saúde pública (7,9,16,17,19,20,24,25). Geralmente, são 
necessários grandes esforços e investimentos f inanceiros 
para mitigar as fontes de contaminação, como tal, a identif i-
cação das fontes de contaminação, facilita a sua resolução e 
definição dos recursos necessários (7,20,24,25).

Como funciona a técnica MST
A premissa da técnica MST baseia-se na associação de 
cer tos microrganismos fecais com um hospedeiro em 
par ticular, dado que cada organismo possui um conjunto 

de microrganismos específ icos no seu trato intestinal e 
estes tendem a passar para as massas de água pelas fezes 
(5,7-9,12,14,16,17,20,21,24,26). 

Os métodos de MST independentes de bibl iotecas de dados 
(LI-MST) são preferencialmente uti l izados, pois visam uma 
característica par ticular de uma espécie ou tipo específ ico 
de patógeno, tornando-se assim mais apelativos para a 
identif icação ao nível da espécie contaminante. Alguns des-
tes métodos recorrem a cultura, sendo baseados pelo cres-
cimento de vírus, bacteriófagos ou bactérias específ icas 
da fonte e mtDNA (5,9,17,20). Por outro lado, caso sejam 
independentes de cultura, serão uti l izados os testes quími-
cos (como a deteção de cafeína, esteróis e estanóis fecais, 
pesticidas e policícl icos) e moleculares (como a extração 
dos ácidos nucleicos dos alvos em questão) (5,9,20). 

As bactér ias usadas em MST apresentam quantidades e 
caracter ísticas distintas, como padrões de resistência a 
antibióticos (11,13,17,20,26) ou fragmentos específ icos de 
um gene que está inequivocamente associado a um hospe-
deiro (11,12). Esta especif icidade deve-se a processos 
evolutivos (11) e ao facto de as espécies de microrganismos 
diferirem com a dieta, fatores socioeconómicos e culturais, 
f isiologia e anatomia do hospedeiro, como a idade, genética 
e estado de saúde, e com a localização geográf ica do 
hospedeiro (5,7,12,18,19,24,27). Ao conhecer essas relações, 
que variam dentro de uma população ao longo do tempo e 
entre diferentes populações no espaço, é possível identif icar 
a fonte de contaminação fecal, já que muitos dos métodos 
que compõem esta técnica dependem de uma sequência 
específ ica de DNA, a que se designa de marcador molecular 
(7,8,11,12,14,17,19-21,24-26).

Aplicabilidade dos marcadores moleculares em MST

Os marcadores moleculares usados em MST são sequências 
de DNA que pertencem a microrganismos específ icos de um 
hospedeiro (17). Usualmente, recorre-se a vários marcadores 
para um único hospedeiro e a métodos de combinação, com 
o objetivo de aumentar a discriminação e precisão ou para 
confirmar os resultados (9,17,20,24). 

De forma a caracterizar o seu desempenho e aplicabilidade, 
os marcadores podem ser testados através de métodos qua-
litativos e quantitativos (24,19). Estes são avaliados conforme 
a especif icidade e sensibil idade que apresentam (7,12,17,24). 
Um marcador específ ico é um marcador que pertence 
exclusivamente a um hospedeiro, o que permite indicar com 
elevada precisão a fonte de contaminação, já a sua sensibil i-
dade consiste na sua capacidade de detetar fezes do hospe-
deiro, quando estas se encontram presentes nos recursos 
hídricos (11,24). A especif icidade ao hospedeiro é definida 
com base nos resultados verdadeiramente negativos das 
análises quando se analisa material genético de hospedeiros 
não-alvo. Porém, é de destacar que nenhum dos marcadores 
bacterianos exibe especif icidade absoluta, provavelmente 
não só devido à f isiologia, dietas semelhantes e coabitação 
dos organismos, mas também graças à possibil idade de 
haver homologia entre algumas regiões do genoma de genes 
marcadores, com outros microrganismos que não os espera-
dos. Devem, portanto, ser sempre validados para uma zona 
geográfica antes de serem usados rotineiramente.

Apesar dos marcadores v irais apresentarem especif ic i-
dade absoluta ao hospedeiro, de um modo geral, estes são 
menos prevalentes que os bacter ianos nas amostras fecais 
(7,14,17,19,20,24,28). 

A sensibi l idade do método é def inida pela proporção de 
amostras verdadeiramente posit ivas em que o marcador é 
detetado, ou seja, é a capacidade que o marcador tem de 
ser detetado em amostras fecais, mistas ou puras.

A escolha dos marcadores tem, então, como base a especi-
f icidade e sensibi l idade do método selecionado e o que se 
sabe até à data sobre as fontes de contaminação na área de 
estudo (24). O uso de diversos marcadores permitirá deter-
minar a principal fonte biológica de contaminação fecal.

_Conclusões

A abordagem Microbia l Source Track ing (MST) é re levante 
no contexto da contaminação fecal de águas f luviais e bal-
neares. Esta ferramenta de MST é extremamente úti l para a 
prevenção e no estabelecimento de medidas de mitigação, 

pois ao se fazer a associação a um culpado, de todos os 
possíveis suspeitos que andam entre nós, é possível tomar 
as medidas mais indicadas para a gestão do problema. 

Apesar do MST ser uma técnica promissora para identi f icar 
a fonte de contaminação fecal, deve-se, sempre que possí-
vel, apostar numa abordagem combinada, onde se recorre 
às bactér ias indicadoras fecais (FIB), à MST e à quanti f ica-
ção de marcador, pois só assim é que se terão informações 
mais conf iáveis sobre a qual idade da água e r iscos para a 
saúde públ ica.
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