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RESUMO

Esta revisdo sistematica de literatura objetivou agrupar e analisar dados de colifagos
(concentracdes e eficiéncias de remocéo) obtidos pelos dois métodos analiticos
padronizados disponiveis, USEPA (EUA) e ISO (Unidao Europeia). Um total de 39
artigos cientificos foram considerados. Constatou-se dificuldade para obter e comparar
dados de colifagos de diferentes ETESs e regides geograficas, o que pode ser justificado
pela falta de informacéao sobre os métodos utilizados. Observou-se que o método 1ISO
€ mais aplicado do que o método USEPA, além de resultados discrepantes de
concentracoes e eficiéncias de remocao obtidos a partir das duas metodologias. Posto
isto, propfe-se futuras pesquisas de comparacao entre as duas técnicas.

Palavras-chave: Fagos. Indicadores. Virus entéricos. Tratamento de esgoto.

ABSTRACT

This systematic literature review aimed to gather and analyse coliphage data
(concentrations and removal efficiencies) obtained by the two standardized methods
available, USEPA (USA) and ISO (European Union). A total of 39 research articles
were considered. It was noted some difficulties to gather and compare phage data from
different WWTPs and geographical regions, which could be justified by the lack of
information about the methods used. It was observed that the ISO method is more
commonly applied than the USEPA technique, as well as some discrepant results in
terms of concentrations and removal efficiencies obtained from the two methodologies.
That said, further research is recommended to compare the two phage methods.
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1 INTRODUCAO

Virus patogénicos estdo amplamente associados a doencas de veiculacéo
hidrica, com grande impacto na saude publica. Norovirus sdo associados a surtos
de gastroenterite aguda em criancas (IBRAHIM, 2020). Adenovirus humanos
estdo relacionados a doencas gastrointestinais, respiratorias, urinarias e outras
infeccbes (SILVA et al., 2011).

Bactérias como Escherichia coli (E. coli) e enterococos intestinais sao
tradicionalmente utilizadas como organismos indicadores, o que pode ser visto
COmo um impasse, uma vez que os sistemas de tratamento comumente aplicados
em estacdes de tratamento de esgotos (ETES) removem bactérias de forma mais
eficiente do que virus (GRABOW, 2001). Isso porgue virus séo significativamente
menores do que bactérias entéricas, e geralmente mais resistentes aos sistemas
de tratamento (PURNELL et al., 2015).

Bacteri6éfagos (fagos), virus que infectam bactérias, se apresentam como
potenciais indicadores virais, pelo fato de serem comumente encontrados em
elevadas concentracdes nos esgotos domésticos e possuirem elevada resisténcia
a sistemas de tratamento, além de apresentarem estrutura, composi¢édo, tamanho
e modo de replicacdo semelhantes aos virus entéricos patogénicos (NASSER et
al., 2021). Além disso, fagos dificilmente se replicam em ambientes aquaticos
(USEPA, 2015; McMINN et al., 2017). Os bacteriéfagos também sao mais faceis
de detectar que os virus entéricos humanos, e podem ser identificados e
guantificados por métodos analiticos convencionais, economicamente viaveis e
rapidos (DIAS et al., 2018).

Colifagos sao fagos que infectam cepas de E. coli. Dois grupos de colifagos
se destacam como indicadores da qualidade da agua: colifagos somaticos e
colifagos F-especificos (GRABOW, 2001). Dois métodos sdo utilizados para a
enumeracdo de fagos: método da International Organization for Standardization
(ISO), com origem na Unido Europeia; e método da United States Environmental
Protection Agency (USEPA), com origem nos EUA. Ambas as metodologias se
baseiam em ensaios de cultivo, com a formacdo de placas de lise celular das
cepas hospedeiras, e fornecem resultados em unidades formadoras de placas por
unidade de volume (e.g., ufp/mL e ufp/100mL). As principais diferengas entre as

duas metodologias séo as seguintes: (i) o método ISO se baseia em uma técnica
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de dupla camada de agar, usando como cepas hospedeira Escherichia coli WG5
(ATCC 700078) para colifagos somaticos (Método ISO 10705-2; ISO, 1995) e
Salmonella typhimurium WG49 (NCTC 12484) para colifagos F-especificos (ISO,
1995; ISO, 2000); (i) o método USEPA se baseia em uma técnica de camada
Unica de agar, usando como cepas hospedeiras Escherichia coli CN13 (ATCC
700609) para colifagos somaticos e Escherichia coli Famp (ATCC 700891) para
colifagos F-especificos (USEPA, 2001).

Apesar dos fagos estarem sendo amplamente propostos como indicadores
de virus entéricos (McMINN et al., 2017; BALLESTE et al., 2019), inclusive por
instituicbes de relevancia internacional como a Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA, 2015) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2017), mais pesquisas sdo necessarias para avaliar sua remocao durante o
tratamento de efluentes (USEPA, 2015; DIAS et al.,, 2018). Além disso, a
padronizacdo global dos métodos aplicados é de suma importancia para a
obtencdo e a comparacdo de resultados em diferentes circunstancias e locais,
bem como corroborar o uso de fagos como indicadores nas legislacdes e diretrizes
de 4gua potéavel e efluentes (IAWPRC, 1991).

A partir do exposto, este trabalho pretendeu realizar uma reviséo sistematica
da literatura a respeito do uso de colifagos como indicadores virais em esgotos
domésticos. Os dois principais objetivos deste estudo foram: (i) reunir
concentracOes e eficiéncias de remocédo de dois grupos de fagos (colifagos
somaticos e colifagos F-especificos) em efluentes brutos e tratados, considerando
diferentes sistemas de tratamento secundario aplicados mundialmente; e (i)
comparar as metodologias utilizadas para a enumeracao de fagos, ISO e USEPA,
de forma a verificar diferencas entre elas em termos de concentracfes e

eficiéncias de remocéo de colifagos em diferentes ETESs.

2 METODOLOGIA

Para esta revisdo sistematica, foi realizada uma varredura da literatura
entre os anos de 2000 e 2021. Os seguintes termos foram pesquisados no
titulo, resumo e palavras-chave especificadas pelos autores: (phage OR
bacteriophage) AND (sewage OR wastewater). As plataformas utilizadas

foram Science Direct (https://www.sciencedirect.com/) e  Scopus
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(https://www.scopus.com/). Na plataforma Scopus, a busca limitou-se as
seguintes areas de conhecimento: Ciéncias Ambientais, Ciéncias Agrarias e
Biologicas, Engenharia e Engenharia Quimica. Estudos que continham
informacdes sobre a concentracdo de colifagos somaticos e/ou colifagos
F-especificos em amostras de efluentes domésticos brutos ou tratados foram
selecionados para uma analise mais detalhada. Estudos sobre outros grupos
de fagos e/ou efluentes ndo domeésticos, bem como estudos baseados em
ensaios de bancada e em escala piloto foram desconsiderados. Nos casos em
gue os dados de fagos se encontravam em graficos, foi utilizado o software
Plot Digitizer, versao 2.6.8 (Source Forge, San Diego, Estados Unidos), para
extracdo das informacdes. Por fim, os resultados obtidos (concentracdes e
eficiéncias de remocao) foram compilados em dois grupos: (i) colifagos em
sistemas de lodos ativados; e (ii) colifagos em outros sistemas de tratamento

(biolbgico) secundéario.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das buscas realizadas, um total de 1034 artigos de pesquisa foram
encontrados nas plataformas Science Direct (256 artigos) e Scopus (778 artigos).
Destes, 188 eram comuns as duas plataformas. A partir da leitura do titulo,
resumo e palavras-chave dos 846 diferentes artigos, 660 artigos foram excluidos
por ndo conterem os grupos de fagos de interesse, ou por envolver efluentes né&o
domésticos. Apds a leitura completa dos artigos restantes, 147 foram
descartados por ndo atenderem aos critérios estabelecidos. Ao final, um total 39
artigos foram considerados nesta revisdo sistematica de literatura.

Dados sobre concentracdes de colifagos no efluente bruto e efluente
tratado e eficiéncias de remocdo em diferentes sistemas secundarios
(bioldgicos) de tratamento foram compilados de todos os 39 artigos, levando em
consideracao a metodologia de enumeracéo e as cepas hospedeiras bacterianas
utilizadas. O banco de dados foi entdo subdividido em dois grupos, com base no
sistema de tratamento biolégico aplicado: (i) lodos ativados; e (ii)) demais
sistemas de tratamento secundario. Os dados obtidos sdo apresentados e

discutidos nas secbes a seguir.
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3.1. Colifagos em sistemas de lodos ativados

Dos 39 estudos considerados nesta revisao, 14 forneceram dados sobre a
enumeracao de colifagos em amostras de efluentes associados a sistemas de
lodos ativados. Dos 14 artigos, 9 deles desenvolveram os estudos com base na
metodologia 1SO, dos quais dois quantificaram apenas fagos somaticos, trés
apenas fagos F-especificos e quatro quantificaram ambos os colifagos. Os
outros cinco artigos utilizaram o método USEPA, dos quais trés consideraram
apenas fagos somaticos, um apenas fagos F-especificos e um ambos os

colifagos. A Figura 1 apresenta os dados compilados.

Figura 1 — Média e desvio padrao das concentracdes (logio ufp/100mL) e
eficiéncias de remocdo (logio) de colifagos somaticos e F-especificos em
sistemas de lodos ativados obtidas pelo método ISO e pelo método USEPA.
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Trabalhos considerados: Bicudo et al. (2021); Chacén et al. (2020); Costan-Longares et al. (2008); De Luca et al. (2013);
Dias et al. (2018); Dias et al. (2019); Flannery et al (2012); Francy et al. (2012); Haramoto et al. (2015); Muniesa et al.
(2012); Pommepuy et al. (2004); Schmitz et al. (2018); Thwaites et al. (2018); Wu et al. (2020).

Fonte: Autoria propria.

Em relacdo a metodologia 1SO, as concentracdes de colifagos
F-especificos relatadas na literatura variaram de 3,1 a 6,0 logio ufp/100mL
(média = 5,0 logio ufp/100mL; n = 7) em esgoto bruto, e de 1,4 a 4,7 logio
ufp/100mL (média = 3,3 logio ufp/200mL; n = 11) em efluentes tratados por lodos
ativados, com valores de eficiéncia de remocao oscilando entre 1,3 e 3,0 logio
(média = 2,1 logio; n = 7). Para colifagos somaticos, a concentragao variou de
5,9 a 6,8 logio ufp/100mL (média = 6,2 logio ufp/100mL; n = 5) em esgoto bruto,
e de 3,4 a 5,1 logio ufp/100mL (média = 4,1 logio ufp/100mL; n = 6) em efluentes
tratados por lodos ativados, com valores de eficiéncia de remogéo oscilando

entre 1,7 e 2,7 logio (média = 2,3 logio; n = 5).
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Em termos do método USEPA, apenas um dado foi encontrado para
colifagos F-especificos em esgoto bruto (5,0 logio ufp/100mL; THWAITES et al.,
2018), e um para eficiéncia de remocao (3,2 logio; FRANCY et al.,, 2012),
enquanto ndo foram encontrados valores para efluentes de lodos ativados. Em
relacdo aos colifagos somaticos, dois valores foram encontrados para efluente
bruto, 5,5 logio ufp/100mL (WU et al., 2020) e 8,7 logio ufp/100mL (CHACON et
al., 2020), e dois para efluente tratado por lodos ativados, 1,2 logio ufp/100mL
(WU et al., 2020) e 3,2 logio ufp/100mL (CHACON et al., 2020), enquanto as
eficiéncias de remocdo variaram de 1,5 a 6,3 logio (média = 4,8 logio; n = 6).

Algumas discrepancias em termos de eficiéncia de remogao foram
observadas em sistemas de lodos ativados. Para colifagos somaticos, Schmitz
et al. (2018) relataram remocdes de 6,29 logio (USEPA), enquanto Dias et al.
(2019) observaram remocdes de 2,45 logio (ISO). Para colifagos F-especificos,
foram relatadas remocg0des de 3,19 logio (método USEPA; FRANCY et al., 2012)
e 2,13 logio (método ISO; HARAMOTO et al., 2015).

Como pode ser observado na Figura 1, a partir da quantificacdo de
colifagos pelo método ISO, as concentragées meédias de fagos somaticos tendem
a apresentar valores aproximadamente 1,0 logio superiores as de fagos
F-especificos, tanto para efluentes brutos quanto para efluentes tratados por
lodos ativados, com eficiéncias de remocdo muito semelhante para ambos os
grupos de colifagos (~2,0 logio). Apesar dos dados limitados obtidos pelo método
USEPA, os niveis de fagos somaticos também foram maiores do que fagos
F-especificos em esgoto bruto, e as eficiéncias de remocdo foram
consideravelmente superiores as observadas no método ISO: ~3,0 logio para
F-especificos e ~5,0 logio para somaticos. Nao foram obtidos valores de
F-especificos em efluentes de lodos ativados da literatura aqui considerada.
Diante da escassez de dados de fagos usando o método USEPA, néo foi

possivel comparar estatisticamente os métodos aqui agrupados.

3.2. Colifagos em outros sistemas de tratamento secundario

Considerando os estudos que monitoraram fagos em ETEs com etapa de
tratamento secundario (bioldgico) diferente de lodos ativados, um total de 68
dados foram obtidos de 28 artigos de pesquisa. Os sistemas de tratamento
incluiram biorreatores de membrana (MBR), filtros biolégicos percoladores
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(FBP), lagoas de estabilizacdo (LE) e wetlands construidos (WC). Em alguns
casos, o sistema de tratamento nédo foi especificado. A Figura 2 apresenta os

dados compilados.

Figura 2 — Média e desvio padrdo das concentracdes (logio ufp/100mL) e
eficiéncias de remocao (logio) de colifagos somaticos e F-especificos em
diferentes sistemas de tratamento bioldgico secundario obtidas pelo método ISO
e pelo método USEPA.
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Trabalhos considerados: Baggi et al. (2001); Ballesté et al. (2019); Barrios et al. (2018); Blanch et al. (2006); Chaudhry
et al. (2015); Dias et al. (2018); Dias et al. (2019); Ebdon et al. (2007); Ebdon et al. (2011); Espinosa et al. (2021); Flannery
et al. (2013); Francy et al. (2012); Hartard et al. (2015); Harwood et al. (2013); Marti et al. (2011); Marti et al. (2014);
Meuleman et al. (2003); Muniesa e Jofre (2000); Muniesa et al. (2009); Plummer et al. ( 2014); Purnell et al. (2015);
Purnell et al. (2016); Rambags et al. (2019); Sanchez-Alfonso et al. (2020); Stefanakis et al. (2019); Venegas et al. (2015);
Vijayavel et al. (2010); Zanetti et al. (2010).

Fonte: Autoria propria.

Em relacdo a metodologia ISO, as concentracbes de colifagos
F-especificos relatadas na literatura variaram de 3,1 a 6,4 logio ufp/100mL
(média = 5,5 logio ufp/100mL; n = 18) em esgoto bruto, e de 0,2 a 5,2 logio
ufp/100mL (média 3,5 logio ufp/100mL; n = 15) em efluentes tratados, com
eficiéncias de remocéao variando de 0,2 a 5,8 logio (média = 2,0 logio; n = 16). As
maiores concentracdes observadas, 8,0 e 7,0 logio ufp/100mL nas amostras
bruta e tratada, respectivamente, foram obtidas por Baggi et al. (2001), que
usaram E. coli K-12 Hfr como cepa hospedeira. Todos os outros estudos
utilizaram E. coli WG49 como cepa hospedeira, mais comumente aplicada para
a enumeracdao de colifagos F-especificos seguindo o método 1SO.

Ainda considerando o método ISO, as concentracdes de colifagos
somaticos variaram de 2,0 a 8,0 logio ufp/100mL (média = 5,9 logio ufp/100mL;
n = 13) no esgoto bruto, e de 0,8 a 7,0 logio ufp/2100mL (média = 4,2 logio

ufp/100mL; n = 13) em efluentes tratados, com eficiéncias de remocéo de 0,8 a
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5,6 logio (média = 2,4 logio; n = 9). E importante destacar que, para amostras de
efluentes brutos e tratados, os elevados valores observados foram obtidos a
partir do uso de E. coli 036 como cepa hospedeira, por Baggi et al. (2001). Os
demais estudos usaram principalmente E. coli WG5 como a cepa hospedeira,
que € a cepa mais comumente aplicada para a enumeragdo de colifagos
somaticos seguindo o método ISO.

Em termos do método USEPA, as concentracfes observadas para
colifagos F-especificos variaram de 5,0 a 5,8 logio ufp/100mL (média = 5,4 logio
ufp/100mL; n = 7) em amostras de esgoto bruto. Apenas dois valores foram
obtidos para efluentes tratados: 2,1 logio ufp/100mL (PLUMMER et al., 2014); e
1,9 logio ufp/100 mL (VIJAYAVEL et al., 2010). Para eficiéncias de remocao, 0s
valores variaram de 2,9 a 4,1 logio (média = 3,61 logio; n = 3). A maioria dos
estudos considerados utilizou E. coli Famp como cepa hospedeira.

Para colifagos somaticos, ainda considerando o método USEPA, 20 valores
diferentes de concentracdo foram coletados para esgoto bruto (intervalo =
4,4-7,3 logio ufp/100mL; média = 5,8 logio ufp/100mL), enquanto apenas um
dado foi encontrado para efluente tratado, 3,13 logio ufp/100mL (PLUMMER et
al., 2014), e apenas dois para eficiéncias de remocéao, 1,4 logio (FRANCY et al.,
2012) e 2,2 logio (PLUMMER et al., 2014).

E importante destacar que nio foi possivel realizar comparacdes
estatisticas entre os métodos, em decorréncia dos limitados dados encontrados
a partir da metodologia USEPA, principalmente para efluentes tratados. No
entanto, avaliando dados no esgoto bruto, as concentragcdes médias foram muito
semelhantes entre as metodologias, tanto para colifagos F-especificos (5,5 logio
ufp/100mL ISO; 5,4 logio ufp/100mL USEPA) quanto para colifagos sométicos
(5,9 logio ufp/100mL I1SO; 5,8 logio ufp/100mL USEPA).

Apos lodos ativados, os sistemas de tratamento secundario mais comuns
estudados nos artigos de pesquisa considerados neste trabalho foram FBP e
MBR, ambos com quatro estudos cada. Para FBP, todos os estudos utilizaram o
método ISO, enquanto para o MBR, trés utilizaram o método ISO e um utilizou o
método USEPA. Em sistemas MBR, aplicando o método I1SO, Purnell et al.
(2015) mostraram remoc¢8es médias iguais a 3,5 logio para fagos F-especificos
e 5,3 logio para fagos somaticos, enquanto Zanetti et al. (2010) relataram

eficiéncias de 5,8 logio e 4,4 logio para colifagos F-especificos e somaticos,

PRINCIPIA

-

LIMNINE




respectivamente. Momba et al. (2019) relataram taxas de remocéo abaixo de 7,0
logio em sistemas MBR. Em termos de sistemas de FBP, as taxas de remogé&o
variaram entre 0,2 e 1,0 logio para fagos F-especificos e entre 0,9 e 1,1 logio
para fagos somaticos (EBDON et al., 2011; DIAS et al., 2019; STEFANAKIS et
al., 2019). Eficiéncias de remocéao abaixo de 1,0 logio em FBP foram relatadas
por Momba et al. (2019).

Alguns estudos descreveram seus tratamentos de forma genérica, como
apenas tratamento secundario (BALLESTE et al., 2019; MUNIESA et al., 2009),
tratamento biol6gico e quimico (BAGGI et al., 2001), biorreator (RAMBAGS et
al., 2019) e reatores em batelada sequencial (FLANNERY et al., 2013). Apenas
um estudo apresentou wetland construido como tratamento secundario
(MEULEMAN et al., 2003) e outro lagoas de estabilizacdo (BARRIOS et al.,
2018). Quatro estudos apresentaram dados sobre efluentes tratados sem
tratamento especificado, e nove estudos apresentaram dados apenas sobre

esgoto bruto.

3.3. Uso de fagos como indicadores de patégenos virais

Diante das diferentes caracteristicas dos diferentes grupos de
microrganismos de interesse no saneamento (bactérias, virus, protozoarios e
helmintos), é improvavel que um anico organismo cumpra de forma eficiente o
papel de indicador da presenca de todos os patdgenos em amostras aquaticas
e da eficiéncia de remog&o em sistemas de tratamento (SAVICHTCHEVA e
OKABE, 2006). Nesse contexto, evidéncias recentes sugerem que bactérias
indicadoras de contaminacao fecal tradicionalmente empregadas (e.g., E. coli e
enterococos) ndo sdo boas indicadoras da presenca e da persisténcia de virus
entéricos patogénicos em ambientes aquaticos e em estacdes de tratamento de
agua e esgoto (USEPA, 2015). Como consequéncia, hA um aumento no
interesse no uso de bacteri6fagos como indicadores virais. Isso porque fagos
apresentam tamanho, morfologia, estrutura e mecanismos de remocéao
semelhantes aos virus entéricos humanos (SAVICHTCHEVA e OKABE, 2006),
além do fato de que virus, incluindo fagos, serem mais resistentes a sistemas de
tratamento do que bactérias (PURNELL et al., 2015).

Na busca por indicadores virais mais representativos, alguns estudos

revelaram relacOes estatisticamente significativas entre a deteccdo de virus
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entéricos humanos e fagos em amostras de aguas residuais (BAGGI et al., 2001;
CHACON et al., 2020). Por outro lado, a selegdo de bacteri6fagos como
substitutos para a contaminacado do virus deve ser vista com cautela, pois a
correlacdo entre fagos e virus entéricos depende fortemente das condi¢cdes de
tratamento e do tipo de virus (KALIAKATSOS et al., 2019) e, em alguns casos,
pode ndo haver correlagdo (FLANNERY et al., 2012). Além do mais, a natureza
heterogénea dos colifagos somaticos e F-especificos implica que o
comportamento de fagos especificos pode néo ser indicativo de todo o grupo,
por isso muitas vezes € mais desejavel elucidar o efeito do tratamento usando
ambos os grupos de fagos (MOMBA et al., 2019).

Como ja sugerido por IAWPRC (1991), também é necessario padronizar os
métodos de quantificacdo dos diferentes grupos de fagos (F-especificos e
somaticos). Isso auxilia no estabelecimento de métodos de deteccdo e
guantificacdo, bem como permite uma comparagdo mais eficaz entre estudos
desenvolvidos em diferentes sistemas de tratamento e em partes do mundo.
Nesse sentido, a partir dos dados coletados e aqui analisados, o método ISO
mostrou ser mais comumente aplicado do que a técnica USEPA. Comparando
as duas metodologias, notou-se a existéncia de diferencas consideraveis entre
concentracdes e eficiéncias de remocao para os mesmos grupos de colifagos,
gue foram submetidos aos mesmos tipos de tratamento, quando quantificados
por diferentes metodologias.

Do exposto, destaca-se que fagos apresentam potencial para serem
usados como indicadores virais. No entanto, pesquisas futuras objetivando
comparacoes entre os métodos 1ISO e USEPA séo recomendadas. Ainda, ha
necessidade de mais estudos que envolvam a quantificacdo de bactérias
indicadoras de contaminacdao fecal, colifagos e virus patogénicos em diferentes
sistemas de tratamento de efluentes e diferentes etapas de tratamento, bem
como estudos sobre os mecanismos de remocdo (e.g., adsorcédo e
sedimentacao, desinfeccao, inativacao e predacdo) de patdgenos e indicadores
virais e bacterianos. Outros grupos de fagos (e.g., fagos de Bacteroides spp.,
colifagos totais e crAssphages) e de organismos indicadores (e.g., esporos de

bactérias aerdbicas) também devem ser considerados pesquisas futuras.

PRINCIPIA




4 CONCLUSAO

As principais conclusdes da pesquisa sdo resumidas a seguir:

Vérios artigos de pesquisa ndo puderam ser selecionados para esta
revisdo por ndo apresentarem informacdes béasicas sobre a
quantificacdo de fagos (e.g., método e cepas hospedeiras utilizados).
Existe grande diferenca no numero de estudos desenvolvidos
envolvendo os dois métodos em questdo, sendo o método ISO mais
comumente aplicado do que o método USEPA.

Observou-se diferencas consideraveis entre concentracdes e eficiéncias
de remocdo de colifagos somaticos e F-especificos quando
quantificados por diferentes metodologias.

A falta de padronizacdo dos métodos disponiveis dificulta a obtencéo e
comparacao de dados em diferentes condicfes e locais.

Recomenda-se futuras pesquisas envolvendo a comparagcdo entre os
métodos ISO e USEPA, bem como comparacfes entre concentracdes e

eficiéncias de remocéo de patdégenos e indicadores virais e bacterianos.
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