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RESUMO 
 

 

O tratamento de esgoto pode ser insuficiente para a completa eliminação de vírus 
entéricos, tais como adenovírus humanos (HAdV) e rotavírus do grupo A (RVA). 
Portanto, o retorno do lodo e do efluente tratado ao ambiente pode representar riscos 
à saúde pública. Este estudo foi conduzido para otimizar um protocolo de floculação 
orgânica para recuperação viral a partir de lodo de esgoto e efluente tratado, bem 
como realizar um monitoramento de HAdV e RVA na estação de tratamento de esgoto 
(ETE) de Juiz de Fora, MG. Nos estudos de otimização, foram propostas adaptações 
no protocolo de floculação com leite desnatado para lodo e efluente tratado, com 
modificações no tempo de agitação da amostra, na concentração final de leite 
desnatado e/ou na etapa de centrifugação. No estudo de monitoramento, esgoto bruto 
(P1), esgoto primário (P2), lodo (P3) e efluente tratado (P4) foram coletados 
bimensalmente em 2014 (durante as épocas seca e chuvosa), totalizando 96 amostras 
(simples e compostas). As cargas virais foram determinadas por PCR quantitativo e o 
bacteriófago PP7 foi usado como controle interno. Amostras de HAdV e RVA foram 
submetidas ao sequenciamento e a viabilidade das partículas de HAdV foi avaliada 
em amostras de P4. Os parâmetros físico-químicos e a contagem de coliformes 
termotolerantes (CT) foram determinados em cada ponto. Nos estudos de otimização, 
foram selecionadas duas condições que apresentaram as maiores taxas de 
recuperação viral no lodo (menor tempo de agitação e maior concentração de leite 
desnatado) e no efluente tratado (sem primeira etapa de centrifugação e com maior 
concentração de leite desnatado). Ambas provaram ser ferramentas úteis para 
pesquisa viral em amostras de campo, inclusive para a pesquisa de vírus gigantes. 
No monitoramento, o HAdV foi detectado em 85,4% (82/96) dos concentrados, com 
cargas virais variando de 3,27 x 102 a 2,42 x 106 cópias do genoma por mililitro 
(cg/mL), ao longo do ano. A presença de RVA foi observada em 52,1% (50/96) dos 
concentrados (1,38 x 103 a 3,65 x 105 cg/mL), com maior detecção na época seca. A 
carga viral não foi influenciada pelo tipo de amostra, sendo detectada tanto em 
amostras simples, quanto em amostras compostas. Todas as amostras de HAdV 
sequenciadas pertenciam à espécie F tipo 41 e as amostras de RVA pertenciam ao 
genótipo I1. O tratamento de esgoto reduziu a quantidade de matéria orgânica e 
sólidos, bem como a contagem de CT e as cargas virais. No entanto, a presença de 
HAdV e RVA foi observada mesmo após o tratamento, inclusive em amostras de 
efluente tratado consideradas adequadas pelas legislações atuais, com detecção de 
partículas infecciosas de HAdV. Foram observadas correlações positivas entre a 
carga viral e a demanda bioquímica de oxigênio, os sólidos sedimentáveis e sólidos 
suspensos totais. Os dois protocolos otimizados neste estudo podem ser facilmente 
adequados para uso em laboratório de rotina, podendo impulsionar o monitoramento 
viral nos subprodutos gerados na ETE. A carga viral detectada na ETE salienta a 
disseminação ambiental de RVA e HAdV e aponta o potencial do HAdV como um 
marcador viral de contaminação em ambientes aquáticos. 
 
 
 
Palavras-chave: Tratamento de esgoto. Floculação orgânica. Vírus entéricos. 

Adenovírus humano. Rotavírus do grupo A. Coliformes termotelerantes. Parâmetros 
físico-químicos. 



 

ABSTRACT 

 

 

Sewage treatment may be insufficient for the complete elimination of enteric viruses 
such as human adenoviruses (HAdV) and group A rotaviruses (RVA). Thus, the return 
of sewage sludge and treated effluent to the environment poses concerns potential for 
public health. This study was conducted to optimize an organic flocculation procedure 
for viral recovery from sludge and treated effluent, and carry out a surveillance of HAdV 
and RVA in a wastewater treatment plant (WWTP) at Juiz de Fora, MG. In optimization 
studies, conditions were proposed for sludge and treated effluent with changes in the 
stirring time, in the final concentration of skimmed-milk and/or in the centrifugation step. 
In surveillance study, raw sewage (P1), primary sewage (P2), sludge (P3) and treated 
effluent (P4) were collected bimonthly in 2014 (during the dry and the rainy season), 
totaling 96 samples (simple and composite). Quantitative PCR determined viral loads 
and PP7 bacteriophage was used as internal control. HAdV and RVA strains were 
selected for sequencing, and the HAdV viability was evaluated in P4 samples. Physico-
chemical parameters and thermotolerant coliforms (TC) counting were determined at 
each point. After the optimization studies, two conditions were selected: the ones that 
showed the highest viral recovery rates in sludge (lower stirring time and higher 
concentration of skimmed-milk) and treated effluent (without the first centrifugation 
step and with a higher concentration of skimmed-milk). These conditions proved to be 
a useful tool for viral search in the field samples, including for the research of giant 
virus. In surveillance study, HAdV was detected in 85.4% (82/96) of the concentrated, 
with viral loads ranging from 3.27 x 102 to 2.42 x 106 genome copies per milliliter 
(gc/mL), throughout the year. RVA presence was observed in 52.1% (50/96) of the 
samples (1.38 x 103 to 3.65 x 105 gc/mL) with detection greater in the dry season. Viral 
load was not influenced by the type of sample being detected both in single samples, 
as in composite samples. All the sequenced HAdV strains belonged to species F type 
41, and RVA strains belonged to genotype I1. Sewage treatment reduced the content 
of organic matter and solids, as well as the TC counts and the viral loads. However, 
the presence of HAdV and RVA was observed after treatment, even in samples 
considered adequate by current laws with detection of infectious HAdV particles. 
Positive correlations were observed between viral load and biochemical oxygen 
demand, sedimented solids and total suspended solids. Two optimized protocols in 
this study are easily suitable for routine laboratory use and can boost viral monitoring 
in by-products generated in the WWTP. Viral load detected in WWTP stress the 
environmental dissemination of HAdV and RVA and addressed the potential of HAdV 
as a virological marker of contamination in aquatic environments. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Sewage treatment. Organic flocculation. Enteric viruses. Human 
adenoviruses. Group A rotaviruses. Fecal coliforms. Physico-chemical parameters.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O esgotamento sanitário é um serviço de saneamento que abrange várias 

etapas, como coleta, transporte, tratamento e disposição final adequada de esgotos 

sanitários (BRASIL, 2007). O esgoto bruto consiste em uma mistura de excrementos 

humanos, sólidos suspensos e detritos, além de conter uma gama variada de 

substâncias químicas, originadas de atividades domésticas, comerciais e industriais 

(OKOH et al., 2010; VON SPERLING, 2014). 

O tratamento do esgoto é um serviço fundamental para a redução de impactos 

ambientais e riscos à saúde pública, considerando a grande quantidade de patógenos 

humanos excretados nas fezes (BOSCH et al., 2008; JEBRI et al., 2012), que retornam 

ao ambiente juntamente com as águas de abastecimento, depois de utilizadas pela 

população (IBGE, 2010). 

Os processos de tratamento de esgoto utilizam mecanismos físicos e biológicos 

que, em geral, são eficazes na redução de sólidos suspensos e matéria orgânica. No 

entanto, os mesmos podem ser insuficientes para a completa remoção de patógenos 

(VON SPERLING, 2014). Até o momento, a qualidade microbiológica do efluente 

tratado tem sido avaliada com base, apenas, na eficiência de remoção de coliformes 

termotolerantes, que são bactérias utilizadas como indicadoras de contaminação fecal 

(OKOH et al., 2010; VON SPERLING, 2014). Entretanto, o uso deste parâmetro tem 

se mostrado inadequado como indicador da presença de outros agentes patogênicos 

humanos, em função das diferentes características existentes entre eles (FONG e 

LIPP, 2005). 

Diante do exposto, deve-se considerar que o despejo de esgoto, ainda que 

tratado, pode contribuir para a introdução desses agentes em ambientes aquáticos, 

levando à contaminação dos corpos d’água receptores (FONG e LIPP, 2005; BOSCH 

et al., 2008; OKOH et al., 2010). Esta contaminação tem implicações sérias para a 

saúde pública, uma vez que o consumo e/ou o uso recreativo destas matrizes 

aquáticas pode contribuir para a transmissão de patógenos pela água (FONG e LIPP, 

2005; BOSCH et al., 2008). De fato, uma proporção considerável dos leitos 

hospitalares no mundo é ocupada por pacientes que apresentam complicações 

decorrente destas infecções (STRAUB e CHANDLER, 2003). A doença diarreica 
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aguda (DDA) é uma das principais complicações e permanece como uma importante 

causa de morbidade e de mortalidade infantil, sobretudo nas populações carentes que 

vivem em áreas com pouca ou nenhuma infraestrutura básica (FARTHING et al., 

2013). Esta doença pode ser causada por uma grande variedade de agentes 

etiológicos, como bactérias, parasitos, protozoários e vírus (WILHELMI et al., 2003; 

ESTES e GREENBERG, 2013). 

Os vírus entéricos humanos desempenham um importante papel na gênese da 

DDA, com comprovado envolvimento em surtos da doença, desencadeados por 

veiculação hídrica (CHO et al., 2014; MELLOU et al., 2014; BRAEYE et al., 2015). O 

caráter explosivo e o espalhamento rápido dos surtos devem-se a algumas 

características das infecções causadas pelos vírus entéricos, tais como: a excreção 

de partículas nas fezes em concentrações extremamente elevadas, a necessidade de 

poucas partículas infecciosas para iniciar a infecção nos indivíduos susceptíveis, além 

do fato destes vírus permanecerem estáveis em matrizes aquáticas, por longos 

períodos (FONG e LIPP, 2005; GALL et al., 2015). Os rotavírus (RV) do grupo A e os 

adenovírus humanos (HAdV) da espécie F estão entre os mais importantes agentes 

causadores da DDA, envolvidos em casos esporádicos e surtos, acometendo 

principalmente crianças menores de cinco anos de idade (WILHELMI et al., 2003; 

BERK, 2013; ESTES e GREENBERG, 2013). 

A legislação vigente não obriga o monitoramento de agentes virais para 

avaliação da qualidade microbiológica do efluente tratado, apesar de já ter sido 

demonstrado que os vírus entéricos podem resistir aos processos secundários de 

tratamento de esgoto (BOFILL-MAS et al., 2006; CARDUCCI et al., 2008; PETRINCA 

et al., 2009; RODRÍGUEZ-DIAZ et al., 2009; FUMIAN et al., 2010; VICTORIA et al., 

2010). Somando-se a isso, diversos autores já comprovaram a presença de vírus 

entéricos em matrizes aquáticas consideradas apropriadas, de acordo com os 

padrões bacteriológicos utilizados, demonstrando assim uma ausência de associação 

entre a contaminação por coliformes termotolerantes e a presença desses vírus 

(MORESCO et al., 2012; VIEIRA et al., 2012; ASSIS et al., 2015). Diante desta 

realidade, novos indicadores de contaminação viral têm sido propostos, tais como os 

bacteriófagos, devido às características estruturais e comportamento similar aos vírus 

entéricos, como por exemplo a maior resistência no ambiente (ARRAJ et al., 2005; 

GERBA, 2009). Outro candidato proposto como indicador é o HAdV, que apresenta a 
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vantagem de ser específico para indicar a contaminação viral de origem humana 

(GIRONES, 2006; OKOH et al., 2010; VIEIRA et al., 2016). 

Várias pesquisas têm sido desenvolvidas com a finalidade de avaliar a 

qualidade da água em diferentes matrizes, utilizando-se os indicadores 

bacteriológicos estabelecidos (SCOTT et al., 2002; MARQUES, 2003; 

TEKLEHAIMANOT et al., 2014). Entretanto, os estudos de monitoramento de vírus 

entéricos em estações de tratamento de esgoto (ETEs), bem como a avaliação do 

impacto destes tratamentos na carga viral são recentes, principalmente, nos países 

em desenvolvimento. Este fato pode ser explicado pela baixa eficiência dos métodos 

de concentração viral já estabelecidos para recuperação de vírus em diferentes 

matrizes aquáticas e, também, pelo alto custo e complexidade de execução destes 

métodos (SCHLINDWEIN et al., 2010; HATA et al., 2013; HASSINE-ZAAFRANE et 

al., 2015). Apesar disso, avanços recentes nestas técnicas têm proporcionado maior 

êxito nas investigações realizadas nesse campo de estudo (VICTORIA et al., 2009; 

FUMIAN et al., 2010; FUMIAN et al., 2013 CALGUA et al., 2013a). 

Aliada à importância do esgoto como fonte de contaminação ambiental com 

patógenos humanos e animais, deve-se considerar também que esta matriz apresenta 

uma composição rica em termos de biodiversidade (CANTALUPO et al., 2011). Neste 

contexto, é importante destacar o grande impacto causado pelos vírus em biomas e 

ecossistemas, devido à sua diversidade genética e biológica, com efeitos na 

composição e no controle de comunidades microbianas em ambientes aquáticos, bem 

como na transferência lateral de genes entre microrganismos (SANO et al., 2004; 

WILMES et al., 2009; JURCKAZ-KUREK et al., 2016). Além disso, os vírus são 

detentores de um repertório genético com grande potencial biotecnológico. Cabe 

ressaltar que além dos vírus entéricos e dos bacteriófagos, há ainda outros vírus 

presentes no esgoto, como os vírus gigantes, que infectam amebas de vida livre. Tais 

vírus possuem genomas grandes, apresentando um rico repertório genético pouco 

explorado (CLEVERIE et al., 2006). Dada a riqueza da biodiversidade microbiana do 

esgoto, este microambiente é um alvo interessante de estudos de prospecção de 

biodiversidade de vírus e genes virais. 

Os protocolos de concentração viral podem ser aplicados, não só às pesquisas 

de qualidade de água, mas também a outros estudos ecológicos, microbianos e 

biotecnológicos. Assim, o emprego de técnicas de concentração viral mais baratas e 

de fácil execução pode evidenciar a real situação dos corpos d’água receptores. Este 
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conhecimento pode impulsionar melhorias no sistema de tratamento de esgotos, que 

venham a contemplar a necessidade urgente de preservação dos mananciais 

aquáticos e a saúde das populações que estão em contato com os mesmos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Saneamento básico e impactos à saúde 

 

 

As metas de desenvolvimento do milênio, definidas no ano 2000 pelos Estados 

membros da Organização das Nações Unidas (ONU), desafiaram a comunidade 

global a reduzir pela metade, até 2015, a proporção de pessoas sem acesso à água 

potável e esgotamento sanitário. Desde então, um programa de monitoramento 

desenvolvido pela Organização Mundial da Saúde (OMS) em conjunto com o 

Fundação das Nações Unidas pela Infância (Unicef) tem divulgado estimativas 

regulares deste progresso (OMS e UNICEF, 2015). Segundo o último relatório, a meta 

estabelecida para o abastecimento de água potável foi atingida em 2010, cinco anos 

antes do prazo inicial previsto, revelando um avanço considerável ao garantir o acesso 

a fontes seguras de água potável, para mais de 90% da população mundial. Por outro 

lado, a meta para os serviços de esgotamento sanitário não foi cumprida, tendo 

progredido muito lentamente e deixado quase um terço da população mundial (2,4 

bilhões) sem acesso a instalações sanitárias adequadas (OMS e UNICEF, 2015). 

No Brasil, os dados do Sistema Nacional de Informações sobre Saneamento 

(SNIS) revelaram que menos da metade da população (46,8%) do país tem acesso 

aos serviços de coleta de esgoto e, ainda assim, grande parte do esgoto coletado 

(39%) não recebe tratamento adequado (SNIS, 2013). Em Minas Gerais, embora o 

índice de cobertura por rede coletora de esgoto seja mais elevado (74,2%), pouco 

mais de um terço (32,7%) deste esgoto é tratado (SNIS, 2013). Segundo o Plano de 

Saneamento Básico de Juiz de Fora, um panorama semelhante pode ser observado 

na cidade com relação ao elevado índice de cobertura por rede coletora de esgoto 

(98,1%). No entanto, apenas 10% do esgoto coletado é submetido ao tratamento, 

antes de ser lançado em corpos d’água (JUIZ DE FORA, 2014). 

As condições precárias de saneamento e higiene, bem como a ingestão de 

água contaminada pela população podem ocasionar doenças infecciosas de 

transmissão hídrica, como a DDA, que ainda representa um sério problema de saúde 

pública (BOSCH et al. 2008; OKOH et al., 2010; IBGE, 2011). Esta realidade aponta 
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para a necessidade de implementar ações de ampliação e avaliação dos serviços de 

saneamento básico, a fim de prevenir os impactos ambientais e à saúde da população. 

 

 

2.2 Tratamento de esgoto 

 

 

O termo esgoto sanitário é utilizado para designar os resíduos líquidos 

provenientes de esgotos doméstico e industrial, além da água da chuva que infiltra na 

rede de esgoto (ABNT, 1986). O esgoto doméstico é originado a partir da utilização 

da água de abastecimento pelo homem, em função de seus hábitos de higiene e de 

suas necessidades fisiológicas, sendo constituído por, aproximadamente, 99,9% de 

água. A necessidade de tratamento do esgoto é justificada pela fração restante 

(0,1%), que engloba os sólidos orgânicos e inorgânicos, dissolvidos ou suspensos, 

além dos patógenos excretados nas fezes (NAIDOO e OLANIRAN, 2014; VON 

SPERLING, 2014).  

 

 

2.2.1 Etapas do processo 

 

 

O processo de tratamento de esgoto engloba os níveis preliminar, primário, 

secundário e terciário. O tratamento preliminar deve ser, obrigatoriamente, realizado 

em todas as ETEs, sendo fundamental para evitar a abrasão nos equipamentos e a 

obstrução de tubulações. Nesta etapa, grades de metal são utilizadas para remover 

sólidos grosseiros, enquanto unidades denominadas desarenadores removem a areia 

por sedimentação (NAIDOO e OLANIRAN, 2014; VON SPERLING, 2014). A inclusão 

de um tanque de equalização pode ser necessária após o tratamento preliminar. Isso 

garante a operação contínua das etapas seguintes, caso o volume de esgoto bruto, 

que chegue na estação (vazão afluente) varie muito ao longo das horas do dia. Neste 

caso, o esgoto é armazenado e homogeneizado no tanque de equalização, sendo 

bombeado com fluxo constante (vazão efluente) para a próxima etapa (VON 

SPERLING, 2014). 
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O tratamento primário pode ser opcional e neste a remoção de sólidos em 

suspensão ocorre no tanque de sedimentação, também conhecido como tanque de 

decantação. Nesta etapa, o esgoto deve fluir, vagarosamente, pelo decantador 

permitindo a deposição dos sólidos suspensos na parte inferior do tanque. Essa 

massa de sólidos é denominada lodo primário, que pode ser estabilizado em 

digestores convencionais ou por adição de cal (NAIDOO e OLANIRAN, 2014; VON 

SPERLING, 2014). 

O tratamento secundário consiste, principalmente, na remoção da matéria 

orgânica que se encontra dissolvida ou em suspensão no esgoto, podendo reduzir, 

em parte, o número de patógenos (GERBA e PEPPER, 2014). A essência deste 

tratamento está na inclusão de uma etapa biológica, enquanto nos tratamentos 

preliminar e primário predominam os processos físicos. Nesta etapa, os 

microrganismos degradam a matéria orgânica presente no esgoto, na presença ou 

não de oxigênio, gerando metano (em condições de anaerobiose), gás carbônico, 

água e nutrientes necessários para o seu crescimento e reprodução (NAIDOO e 

OLANIRAN, 2014; VON SPERLING, 2014). Embora seja possível utilizar no nível 

secundário uma grande variedade de metodologias, os processos mais comuns são: 

lagoas de estabilização, reatores anaeróbios, reatores aeróbios com biofilme, 

disposição sobre o solo e lodos ativados (GERBA e PEPPER, 2014; VON SPERLING, 

2014). 

Após o tratamento secundário, podem ser empregadas etapas adicionais para 

reduzir, ainda mais, os níveis de compostos orgânicos, turbidez, nitrogênio, fósforo, 

metais e agentes patogênicos. Essas etapas constituem o tratamento terciário, 

raramente utilizado nos países em desenvolvimento, envolvendo processos como 

coagulação, filtração, adsorção de compostos orgânicos em carvão ativado, osmose 

reversa e desinfecção (GERBA e PEPPER, 2014; VON SPERLING, 2014). A 

desinfecção de esgotos sanitários não pretende a eliminação total de microrganismos, 

mas sim a inativação seletiva daqueles que ameaçam a saúde humana, utilizando a 

adição de cloro e ozônio, a incidência de radiação ultravioleta e a ultrafiltração em 

membranas (NAIDOO e OLANIRAN, 2014; VON SPERLING, 2014).   

De acordo com a Pesquisa Nacional de Saneamento Básico desenvolvida pelo 

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), 57,1% dos municípios brasileiros 

utilizam processos de tratamento de esgoto secundários, enquanto apenas cerca de 

9,3% destes empregam, também, o tratamento terciário (IBGE, 2010). Dentre os 
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processos de tratamento secundários, grande parte das estações em operação no 

país utilizam tecnologias de aeração, com predomínio dos sistemas de lodo ativado, 

lagoas aeradas e filtros biológicos (IBGE, 2010). Essas tecnologias apresentam 

algumas vantagens quando comparadas aos processos anaeróbios, tais como maior 

eficiência na remoção de nutrientes e, em alguns casos, de microrganismos 

patogênicos (OLIVEIRA e VON SPERLING, 2008; JAMWAL et al., 2009). Entretanto, 

as técnicas aeróbias requerem um grande consumo de energia, em razão da utilização 

de bombas difusoras de oxigênio e homogeneizadores mecânicos (VON SPERLING, 

2014). 

 

 

2.2.2 Subprodutos do tratamento  

 

 

Vários subprodutos sólidos (material retido nas grades, areia e lodo) são 

produzidos ao longo do processo de tratamento, porém o lodo representa uma 

problemática em função do grande volume gerado durante o processo (VON 

SPERLING, 2014). O lodo é formado pela sedimentação dos sólidos suspensos do 

esgoto, acumulando matéria orgânica e uma variedade de contaminantes, 

principalmente, metais pesados e diversos patógenos, a maioria entéricos (GERBA e 

PEPPER, 2014). Todos os processos de tratamento biológico geram lodo, que recebe 

designações distintas ao longo das etapas do tratamento: lodo primário, produzido no 

decantador primário; lodo secundário ou biológico ou excedente, gerado no tanque de 

aeração; lodo misto, resultante da mistura de lodo primário e secundário; e lodo 

químico, produzido em sistemas que incorporam uma etapa físico-química no 

decantador primário (VON SPERLING, 2014).   

De modo geral, todo lodo gerado na ETE precisa ser tratado, passando por 

várias etapas de processamento (Figura 1), antes de ser descartado. 
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Figura 1: Etapas do gerenciamento do lodo de esgoto e os principais processos utilizados. Adaptada 
de VON SPERLING, 2014. 

 

 

O adensamento é um processo de concentração de sólidos, necessário para a 

redução da umidade e do volume. A estabilização visa a redução de mau odor pela 

remoção de matéria orgânica biodegradável. O acondicionamento é uma etapa de 

preparação do lodo para facilitar a retirada de líquido. A desidratação consiste na 

remoção da água para reduzir mais o volume do lodo e, consequentemente, os custos 

com transporte e disposição final. A desinfecção visa a redução de patógenos a um 

nível compatível com lodos sanitariamente seguros e deve ser realizada em função 

da disposição final do lodo, sendo obrigatória para aplicações na agricultura e 

dispensável em casos de incineração ou disposição em aterro sanitário (VON 

SPERLING, 2014). No Brasil, aproximadamente, 15% do lodo gerado em ETEs são 

reaproveitados na agricultura, enquanto 40% são dispostos em aterros sanitários, 

15% são descartados diretamente nos rios, 8% em terrenos baldios e 1% em oceanos 

(IBGE, 2010). 

O efluente tratado é outro importante subproduto gerado na ETE, que desperta 

preocupações com relação à sua disposição final. No país, apenas 8,2% dos 

municípios utilizam o efluente tratado em atividades de irrigação, na agricultura, em 

serviços urbanos ou na aquicultura, enquanto 91,7% lançam este efluente nos corpos 

d’água (IBGE, 2010). Os efluentes oriundos de sistemas de tratamento de esgotos 

sanitários podem ser lançados em corpos d’água, após o devido tratamento, desde 

que obedeçam aos padrões de lançamento de efluentes (Quadro 1). Estes padrões 
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foram estabelecidos pela Resolução do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

(Conama) nº 430/2011, que define valores limites para os parâmetros físico-químicos 

de qualidade da água (CONAMA, 2011). No estado de Minas Gerais, a legislação é 

determinada pela Deliberação Normativa n° 01/2008, do Conselho Estadual de 

Política Ambiental (Copam), em conjunto com o Conselho Estadual de Recursos 

Hídricos (CERH), que define limites mais rigorosos para os mesmos parâmetros 

(COPAM e CERH, 2008). 

Além de atender a estes requisitos, o despejo de efluente tratado não deve 

alterar as características de qualidade do corpo d’agua receptor, definidas pelas 

legislações federal (Resolução Conama nº 357/2005) e estadual (Deliberação 

Normativa Copam/CERH n° 01/2008), que dispõem sobre a classificação dos corpos 

d´água e as diretrizes ambientais para o seu enquadramento (Quadro 1), 

determinando os valores limites estabelecidos para os parâmetros microbiológicos 

(coliformes termotolerantes) e físico-químicos de qualidade da água (CONAMA, 2005; 

COPAM e CERH, 2008 ). 

 

 

Quadro 1: Padrão de lançamento de efluentes e padrão de qualidade para corpos d’água receptores 

Parâmetro 

Padrão de lançamento de 
efluentes 

Padrão de qualidade em água doce  
(Conama n°357/2005) 

Conama 
n°430/2011 

Copam/CERH 
n°01/2008 

Classe 
1 

Classe 
2 

Classe 
3 

Classe 
4 

Coliformes 
termotolerantes 
(NMP/100mL*) 

-*1 - < 200 < 1000 
< 1000 
< 2500 
<4000*2 

- 

Demanda 
bioquímica de 
oxigênio ([DBO] 
mg/L*3) 

< 120 < 60*4 < 3 < 5 < 10 - 

Demanda 
química de 
oxigênio ([DQO] 
mg/L) 

- < 180*5 - - - - 

Óleos e graxas 
(mg/L) 

< 100 < 20 / < 50*6 VA*7 
VA VA VA 

pH 5 a 9 6 a 9 6 a 9 6 a 9 6 a 9 6 a 9 

Sólidos 
sedimentáveis 
([SS] mL/L) 

< 1 < 1 - - - - 

Sólidos 
suspensos totais 
([SST] mg/L) 

- < 100 - - - - 

* NMP/100mL: número mais que provável/100 mililitros; *1 -: Sem limite determinado pela legislação; *2 Limites para 
dessedentação, recreação e demais usos; *3 mg/L: miligramas/litro; *4 Ou tratamento com eficiência de redução de 
DBO > 60% e média anual > 70%; *5 Ou tratamento com eficiência de redução de DQO > 55% e média anual > 
65% para sistemas de esgotos sanitários; *6 Limites para óleos minerais / óleos vegetais e gorduras animais; *7 VA: 
virtualmente ausentes. Adaptado de CONAMA, 2005; COPAM e CERH, 2008 e CONAMA, 2011. 
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2.2.3 Avaliação do desempenho do processo  

 

 

O desempenho do processo de tratamento de esgoto pode ser avaliado tanto 

em relação à remoção de sólidos e de matéria orgânica, quanto em relação à redução 

de patógenos, respectivamente, pela análise dos parâmetros físico-químicos e 

microbiológico, no efluente tratado (VON SPERLING, 2014). 

Os sólidos sedimentáveis (SS) e os sólidos suspensos totais (SST) são 

amplamente utilizados para avaliar a remoção de sólidos, de tal modo que, quanto 

maior a eficiência do tratamento, menor deve ser o valor destes parâmetros no 

efluente tratado, quando comparado ao esgoto bruto (VON SPERLING, 2014). Com 

relação à determinação de matéria orgânica, métodos indiretos são frequentemente 

utilizados, como a demanda bioquímica de oxigênio (DBO) e a demanda química de 

oxigênio (DQO). A DBO reflete a quantidade de oxigênio necessária para estabilizar 

a matéria orgânica biodegradável por processos bioquímicos, realizados por 

microrganismos. Enquanto, a DQO corresponde à oxidação química da matéria 

orgânica (fração inerte e biodegradável), que ocorre em meio ácido, sob ação de um 

oxidante forte, como o dicromato de potássio (VON SPERLING, 2014). A relação 

DQO/DBO varia ao longo do processo de tratamento, sendo utilizada para avaliar a 

eficiência do mesmo. No esgoto bruto, a fração biodegradável é muito elevada, 

resultando em valores de relação DQO/DBO menores que 2,5. Essa relação tende a 

aumentar com o tratamento, uma vez que o mesmo reduz a fração biodegradável, 

mas não altera a fração inerte da matéria orgânica. Assim, quanto maior for a 

eficiência do tratamento na remoção de matéria orgânica biodegradável, maior será 

essa relação no efluente tratado, podendo variar de 2,5 a 5,0 (VON SPERLING, 2014). 

A presença de matéria orgânica também é avaliada pelos níveis de óleos e graxas, 

que são substâncias orgânicas de origem mineral, vegetal ou animal, oriundas de 

resíduos industriais e domésticos. A concentração destes compostos está diretamente 

relacionada com os valores de DBO e DQO, pois o seu processo de decomposição 

exige um grande consumo de oxigênio dissolvido (ORSSATTO et al., 2010). 

A contagem de coliformes termotolerantes, por sua vez, é utilizada como 

indicador da eficiência de remoção de patógenos no tratamento de esgoto e pode 

variar bastante entre os processos utilizados (Quadro 2). Assim, os processos que 

atingem eficiência de remoção de 99,9% podem assegurar uma redução de 
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aproximadamente duas unidades logarítmicas na contagem de coliformes 

termotolerantes. Cabe salientar, ainda, que apesar de ser amplamente utilizado como 

marcador microbiológico de contaminação fecal, os coliformes termotolerantes têm 

sido considerados como uma ferramenta inadequada para indicar a presença de 

outros patógenos (FONG e LIPP, 2005). 

 

 

Quadro 2: Taxas de eficiência de remoção de coliformes termotolerantes observadas nos principais 
sistemas de tratamento de esgoto. 

Tipo de tratamento 
Eficiência na remoção de 

coliformes termotolerantes (%) 

Lagoas de estabilização 80,0 – 99,9 

Lodos ativados 85,0  - 99,9 

Reatores aeróbios 70,0 – 90,0 

Reatores anaeróbios 70,0 – 90,0 

Disposição controlada no solo > 99,0 
                       Adaptado de VON SPERLING, 2014. 

 

 

2.3 Doença diarreica aguda e disseminação de vírus em matrizes aquáticas 

 

 

O despejo de esgoto em corpos de água superficiais pode contribuir 

diretamente para a introdução dos patógenos entéricos nos ambientes aquáticos, 

contaminando os corpos d’água receptores. Tal situação representa uma ameaça 

frente ao uso recreativo deste manancial ou até mesmo para fins de cultivo de 

moluscos bivalves (ostras e mexilhões) e de produtos agrícolas, contribuindo para a 

disseminação de patógenos veiculados pela água, que podem causar a DDA 

(CARTER, 2005; RUGGERI e FIORE, 2012). Em todo o mundo, a DDA destaca-se no 

grupo das doenças mais comuns, estando associada à mortalidade infantil, 

principalmente, nos países em desenvolvimento (OMS e UNICEF, 2015). 

No Brasil, os esforços empreendidos pelo governo reduziram a taxa de 

mortalidade associada à DDA em menores de cinco anos, de 10,8% para 2,1%, no 

período de 1990 a 2010. Entretanto, nas cinco regiões geográficas foram observadas 

variações significativas nas taxas de prevalência da doença, com os índices mais 

elevados registrados nas regiões Norte e Nordeste (BRASIL, 2016). É importante, no 

entanto, considerar que estes índices podem ser maiores, devido aos casos não 
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notificados da doença, que ocorrem, sobretudo, em localidades onde o acesso aos 

serviços básicos de saúde é menor. 

Os vírus entéricos são os principais causadores desta doença, destacando-se 

entre eles os RVA e os HAdV-F. Ambos são transmitidos pela via fecal oral, replicados 

no trato gastrointestinal do hospedeiro e eliminados em número muito elevado nas 

fezes de indivíduos infectados, sintomáticos e assintomáticos (FONG e LIPP, 2005; 

RUGGERI e FIORE, 2012). Segundo Hass e colaboradores (1993), a chance de se 

estabelecer uma infecção, pela ingestão de água contaminada com vírus entéricos, 

chega a ser até dez mil vezes maior do que a exposição similar com bactérias 

patogênicas. Em adição, no ambiente estes agentes podem resistir a uma ampla 

variação de pH (pH 3 a 10) e a extensos períodos a baixas temperaturas, podendo 

permanecer infectantes por até 130 dias em água do mar, 120 dias em água doce e 

esgoto e 100 dias em solo (FONG e LIPP, 2005). 

Sabe-se que processos físicos utilizados no tratamento de esgoto podem 

reduzir a carga viral em cerca de 90-99%, por meio da remoção das partículas virais 

adsorvidas às superfícies de sólidos em suspensão (UEDA e HORAN, 2004; 

TEMPLETON et al., 2008), além de uma remoção adicional, obtida por processos de 

desinfecção (MEZZANOTTE et al., 2007). No entanto, diversos autores já 

demonstraram que os vírus de disseminação entérica podem resistir a tais processos, 

sofrendo apenas uma pequena redução de sua carga (BOFILL-MAS et al., 2006; 

VILLAR et al, 2007; CARDUCCI et al., 2008; KATAYAMA et al., 2008; PETRINCA et 

al., 2009; RODRÍGUEZ-DIAZ et al., 2009; VICTORIA et al., 2009; FUMIAN et al., 

2010). 

Outra situação preocupante é a disposição de lodo de esgoto no solo, seja em 

culturas aráveis, pastagens, florestas, parques, gramados ou jardins de casas, que 

também pode criar um potencial para a exposição humana aos patógenos, caso este 

subproduto do esgoto não seja adequadamente tratado (SINGH e AGRAWAL, 2008). 

Esta exposição pode ocorrer por contato direto, que inclui o manuseio do lodo e/ou do 

solo onde o resíduo foi aplicado, bem como a contaminação por aerossóis, durante a 

aplicação. O contato indireto pode acontecer pelo consumo de alimentos 

contaminados cultivados em solos fertilizados com o lodo ou provenientes de animais 

que pastaram nestas terras; pela ingestão de água contaminada por infiltração de 

patógenos ou pelo arraste da água de chuva em locais próximos da aplicação do lodo 

(SIDHU e TOZE, 2009). 
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Diante do exposto, mesmo que o tratamento de esgoto e do lodo seja realizado, 

existe a possibilidade de os vírus entéricos resistirem nestas matrizes que serão 

devolvidas ao ambiente, seja no corpo hídrico receptor ou no solo (CARTER, 2005; 

RODRÍGUEZ-DIAZ et al., 2009). A situação torna-se mais crítica, pelo fato da 

qualidade microbiológica da água ser determinada, exclusivamente, pela contagem 

de coliformes termotolerantes, considerados inadequados para indicar a presença de 

vírus entéricos na água. Diversos trabalhos demonstraram ausência de associação 

entre contaminação bacteriana e viral, de modo que águas não submetidas a 

tratamento sanitário ou submetidas a tratamento ineficiente podem conter vírus, 

apesar de serem consideradas próprias, de acordo com os parâmetros bacterianos, 

atualmente utilizados (SKRABER et al., 2004; JIANG, 2006; ROSE et al., 2006; 

VILLAR et al., 2007; MIAGOSTOVICH et al., 2008; ESPINOSA et al., 2009; 

FERGUSON et al., 2012; MORESCO et al., 2012; VIEIRA et al., 2012, 2016). Tal fato 

tem sugerido a necessidade de se utilizar novos parâmetros de qualidade, que sejam 

mais adequados para avaliar a contaminação viral em matrizes aquáticas (BOFILL-

MAS et al., 2006; ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009). 

Pesquisas de detecção de vírus entéricos em diferentes matrizes aquáticas têm 

sido impulsionadas, considerando-se o uso da água para diversas finalidades e o 

envolvimento dos vírus entéricos em surtos de DDA veiculados pela mesma (CHO et 

al., 2014; MELLOU et al., 2014; BRAEYE et al., 2015). Tais estudos demonstraram a 

importância de avaliar a qualidade da água não apenas com base em parâmetros 

bacteriológicos, apontando a necessidade da inclusão de parâmetros virológicos 

(ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009). 

No Brasil, estudos de monitoramento de vírus entéricos já foram realizados em 

efluentes bruto e/ou tratado, provenientes de processos de tratamento aeróbio e 

anaeróbio, para avaliar a remoção dos vírus da hepatite A, astrovírus, HAdV, RVA e 

norovírus, tendo sido demonstrado que os mesmos resistem ao processo de 

tratamento (VILLAR et al., 2007; GUIMARÃES et al., 2008; FERREIRA et al., 2009; 

VICTORIA et al., 2010; RIGOTTO et al., 2010; SCHLINDWEIN et al., 2010; FUMIAN 

et al., 2010, 2011; 2013; PRADO et al., 2011, 2012). Por outro lado, existe uma grande 

dificuldade de pesquisar a presença destes vírus em lodo de esgoto, em função da 

complexidade desta matriz. 
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2.4 Considerações gerais sobre os adenovírus 

 

 

Os HAdV pertencem a família Adenoviridae, gênero Mastadenovirus, sendo 

classificados em espécies e tipos (Quadro 3), com base em suas propriedades 

biológicas e na sequência do genoma (BERK, 2013). 

 

 

Quadro 3: Esquema de classificação dos adenovírus humanos. 

Espécie 
Grupos de 

hemaglutinação 
Tipos 

Potencial oncogênico 
Doença associada Tumor em 

animais 
Transformação 
em cultura  

HAdV-A IV 12, 
18,31 

Alto Positivo Infecção entérica 
oculta 

HAdV-B I 3, 7, 11, 
14, 16, 
21, 34-
35, 50, 
55 

Moderado Positivo Conjuntivite 
Doença respiratória 
aguda 
Cistite hemorrágica 
Sistema nervoso 
central 

HAdV-C II 1-2, 5-6, 
57 

Baixo ou 
nulo 

Positivo Sintomas respiratórios 

HAdV-D III 8-10, 
13, 15, 
17, 19-
20, 22-
30, 32-
33, 36-
39, 42-
49, 51, 
53-54, 
56, 58-
60 

Baixo ou 
nulo 

Positivo Ceratoconjuntivite em 
imunocomprometidos 

HAdV-E III 4 Baixo ou 
nulo 

Positivo Conjuntivite 
Doença respiratória 
aguda 

HAdV-F III 40, 41 - Negativo Gastroenterite 

HAdV-G - 52 - - Gastroenterite 

Adaptado de BERK, 2013 e ROBINSON et al., 2013. 

 

 

As partículas virais não possuem envelope, medem cerca de 90 nanômetros 

(nm) de diâmetro e são compostas por 12 proteínas, das quais sete formam o 

capsídeo (polipeptídeos ІІ, III, ІV, VІ, VІІІ, ІІІa e ІX) e cinco compõem o cerne viral 

(polipeptídeos V, VІІ, μ, TP [proteína terminal] e p23) (BERK, 2013). O capsídeo de 

simetria icosaédrica é constituído por 252 capsômeros, dos quais 240 hexons formam 

as faces do icosaedro e 12 pentons formam os vértices (Figura 2). O genoma viral é 
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envolvido pelo capsídeo, sendo constituído de uma fita dupla de DNA (do inglês 

deoxyribonucleic acid) (BERK, 2013). 

 

 

Figura 2: Diagrama esquemático da partícula de adenovírus humano. Adaptada de NEMEROW et al., 
2009. 

 

 

Os tipos de HAdV podem diferir em seu tropismo e patogenicidade, podendo 

infectar e ser replicados em células epiteliais do trato respiratório (superior e inferior), 

gastrointestinal, conjuntivas e, com menor frequência, trato urinário e fígado (BERK, 

2013). O ciclo de replicação (Figura 3) começa com a adsorção da partícula viral à 

célula epitelial, que ocorre através da ligação da fibra às integrinas da superfície 

celular, com consequente internalização via endocitose mediada por receptor. O 

processo de desencapsidação inicia-se após a endocitose. A alteração do pH dentro 

do endossoma provoca alterações conformacionais no penton, que expõe regiões 

hidrofóbicas, provocando a lise do endossoma e a liberação de seu conteúdo no 

citoplasma celular. O genoma viral migra até o núcleo, onde entra através dos poros 

e é convertido em um complexo DNA viral-histonas celulares (BERK, 2013). 
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Figura 3: Representação esquemática do ciclo de replicação dos adenovírus humanos. Adaptada de 
WAYE e SING, 2010. 

 

 

A replicação do DNA viral e a montagem da partícula ocorrem no núcleo da 

célula. Entretanto, a etapa inicial da morfogênese se dá no citoplasma, onde os 

polipeptídeos recém-sintetizados reúnem-se em capsômeros, formando os hexons e 

os pentons. No núcleo, os capsômeros reúnem-se em capsídeos vazios, no quais o 

DNA desnudo penetra. As proteínas precursoras do cerne são clivadas, formando as 

partículas maduras que se acumulam no núcleo. Este acúmulo promove uma 

desestruturação do citoesqueleto, que altera a morfologia celular (a célula torna-se 

redonda), tornando a célula mais susceptível a lise, com consequente liberação das 

partículas virais (BERK, 2013). 

As lesões produzidas pela lise dos enterócitos infectados provocam atrofia das 

microvilosidades intestinais e hiperplasia compensatória das criptas, com 

consequente má absorção e perda de líquido, caracterizando a diarreia. Além disso, 

vômitos, febre e sintomas respiratórios são manifestados em mais de 20% das 

crianças. A doença apresenta um período de incubação de três a dez dias e duração 

de mais de uma semana (WILHELMI et al., 2003; BERK, 2013). 

Os HAdV das espécies F (tipos 40 e 41) e G (tipo 52) são de transmissão fecal 

oral e a quantidade abundante destes vírus nas fezes diarreicas (cerca de 1011 

partículas/grama de fezes), sugere uma intensa replicação no trato gastrointestinal 

(JONES et al., 2007; BERK, 2013). A caracterização molecular dos HAdV é crucial 
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para definir as espécies que causam diarreia, uma vez que alguns tipos não-entéricos 

podem ser excretados nas fezes, intermitentemente, após uma infecção anterior 

(BERK, 2013). Os HAdV tipos 40 e 41 estão associados a casos esporádicos e surtos 

de DDA, acometendo, principalmente, crianças nos seus primeiros anos de vida 

(BERK, 2013; MOYO et al., 2014). Estes vírus são responsáveis por até 20% dos 

casos de doença em todo o mundo, tendo sido detectados em pacientes internados e 

não internados, confirmando o importante papel epidemiológico desses patógenos 

(FILHO et al., 2007; LENNON et al., 2007; MAGALHÃES et al., 2007; VERMA et al., 

2009; FREITAS et al., 2010; DEY et al., 2011; KOTLOFF et al., 2013). O HAdV tipo 

52 também foi associado a casos de gastroenterite, após o isolamento deste vírus em 

amostras fecais obtidas durante um surto, que ocorreu na cidade de Los Angeles nos 

Estados Unidos da América (EUA) em 2003 (JONES et al., 2007). 

O HAdV tipo 12 é um vírus não entérico, pertencente a espécie A, que foi 

associado pela primeira vez a um surto de gastroenterite no Brasil, ocorrido no Rio de 

Janeiro durante o ano de 2013 (PORTES et al., 2016). As elevadas cargas virais de 

HAdV tipo 12 detectadas neste estudo (>106 cópias de genoma/gramas de fezes) 

sugerem a replicação destes vírus no intestino (PORTES et al., 2016) e corroboram 

relato anterior que implica o HAdV tipo 12 como um provável agente etiológico da 

gastroenterite (AKIHARA et al., 2005). 

Em 1998, a agência de proteção ambiental dos Estados Unidos da América 

incluiu os HAdV em uma lista de “contaminantes candidatos”, que devem ser 

considerados para garantir a segurança da água potável, por causa das suas 

implicações na saúde pública (FONG e LIPP, 2005). Estudos ambientais apontaram 

estes vírus como um provável marcador de contaminação fecal humana em ambientes 

aquáticos, em função de sua ampla disseminação ao longo do ano, sem perfil de 

sazonalidade; estabilidade em esgoto doméstico e amostras ambientais; e resistência 

aos processos de tratamento de água e esgoto (PUSCH et al, 2005; BOFFIL-MAS et 

al, 2006; ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009; OKOH et al., 2010). A capacidade dos 

HAdV de permanecerem viáveis em ambientes aquáticos por meses está associada 

à sua estabilidade frente a condições adversas de pH e temperatura (MENA e GERBA, 

2009; SAUERBREI e WUTZLER, 2009), além de sua resistência à ação de compostos 

químicos e físicos, tais como o cloro e a radiação ultravioleta (THURSTON-

ENRIQUEZ et al., 2003a,b). 
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2.5 Considerações gerais sobre os rotavírus 

 

 

Os RV pertencem a família Reoviridae, subfamília Sedoreovirinae, gênero 

Rotavirus. As partículas viriais não envelopadas medem cerca de 100 nm, incluindo 

as projeções proteicas. Na microscopia eletrônica, as partículas apresentam três 

camadas proteicas concêntricas que lhe conferem aspecto de roda de carroça, origem 

do nome dado ao vírus (MATTHEWS, 1979; ESTES e GREENBERG, 2013).  

A camada externa é formada pelas proteínas estruturais (do inglês virion protein 

– VP) VP7 e VP4, enquanto a camada intermediária é constituída pela proteína VP6. 

A camada interna, também conhecida como cerne, é constituída por uma camada de 

proteína VP2 que envolve o genoma viral, ao qual estão associadas as proteínas VP1 

e VP3 (ESTES e GREENBERG, 2013). O genoma viral é constituído por 11 

segmentos de RNA (do inglês ribonucleic acid) de fita dupla (Figura 4), que são 

responsáveis pela codificação de seis proteínas estruturais (VP1-VP4, VP6 e VP7) e 

seis proteínas não estruturais (do inglês non structural protein – NSP1 a 6) do vírus 

(Quadro 4). 

 

 

 
Figura 4: Organização do genoma e da partícula de rotavírus. (A) Representação esquemática dos 11 
segmentos genômicos dos RV visualizados em gel de poliacrilamida após eletroforese. (B) Proteínas 
virais estruturais e não estruturais. (C) Localização das proteínas estruturais na partícula viral. (D) 
Reconstrução da partícula viral em três dimensões. Adaptada de ANDRADE-GOES, 2005. 
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Quadro 4: Descrição dos segmentos genômicos dos rotavírus e das proteínas estruturais e não 
estruturais codificadas pelos mesmos. 

Segmento 
de RNA  

(número de 
pares de 

base) 

Proteínas virais codificadas 

Designação 
(número de 

aminoácidos) 

 Localização 
na partícula 

viral 

Número 
de cópias 
por virion 

Propriedades e funções 

1 (3302) VP1 (1088) Cerne 12 RNA polimerase dependente de 
RNA. 

2 (2690) VP2 (881) Cerne 120 Necessária para atividade de VP1 
e formação do cerne viral. 

3 (2591) VP3 (835) Cerne 12 Forma um complexo com VP1 e 
atua como guanililtransferase e 
metiltransferase.  

4 (2362) VP4 (776) 

VP5* (529) 

VP8* (247) 

Capsídeo 
externo 

120 

(60 
dímeros) 

 

Hemaglutinina (adesão celular), 
clivada em VP5* e VP8* por ação 
de proteases (tripsina); apresenta 
propriedades antigênicas. 

5 (1611) NSP1 (495) Não estrutural ---- Apresenta atividade de ligação ao 
RNA, mas não é essencial em 
algumas linhagens. 

6 (1356) VP6 (397) Capsídeo 
interno 

780 

(260 
trímeros) 

Proteína hidrofóbica e 
imunogênica que contém os 
antígenos de grupo e subgrupo; 
representa 50-60% da massa 
viral. 

7 (1105) NSP31 (315) Não estrutural ---- Intensifica a síntese de proteínas 
virais e inibe a tradução de 
proteínas da célula hospedeira. 

8 (1059) NSP21 (317) Não estrutural ---- Apresenta atividade de ligação ao 
RNA viral, atua como helicase e 
forma o viroplasma com NSP5. 

9 (1062) VP71 (326) Capsídeo 
externo 

780 

(260 
trímeros) 

Glicoproteína integrada à 
membrana do RER, dependente 
de cálcio e altamente 
imunogênica. 

10 (751) NSP4 (175) Não estrutural ---- Glicoproteína integrada à 
membrana do RER que atua como 
receptora intracelular da partícula 
viral; modula o cálcio intracelular; 
atua na morfogênese e como 
enterotoxina viral.  

11 (667) NSP5 (198) 

 

 

NSP6 (92) 

Não estrutural 

 

 

Não estrutural 

---- 

 

 

---- 

Atua como fosfoquinase, forma o 
viroplasma com NSP2 e interage 
com VP2 e NSP6.  

Constitui o viroplasma e interage 
com NSP5.  

Siglas: VP: proteína estrutural; NSP: proteína não estrutural; RER: Retículo endoplasmático rugoso. * O asterisco 
é utilizado para identificar as proteínas resultantes da clivagem de VP4 (VP5* e VP8*). 1 Pode ser codificada pelos 
segmentos 7, 8 ou 9 dependendo da amostra viral. Adaptado de ESTES e GREENBERG, 2013. 
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De acordo com as características antigênicas da proteína VP6, os RV são 

classificados em sete grupos, designados de A a G. Recentemente, com base em 

análises filogenéticas do gene que codifica a proteína VP6, uma nova espécie de RV 

tem sido proposta e denominada como grupo H (MATTHIJNSSENS et al., 2012; 

KINDLER et al., 2013). Os RV do grupo A (RVA) são os de maior importância 

epidemiológica, tendo sido claramente estabelecidos como causadores de doença 

diarreica em crianças e indivíduos jovens, de várias espécies de mamíferos e aves 

(WILHELMI et al., 2003). 

A classificação genotípica dos RVA tem sido realizada por um sistema binário, 

baseada na determinação dos genótipos G (gene que codifica a glicoproteína VP7) e 

P (gene que codifica a proteína VP4, que é sensível à protease). Em 2008, um grupo 

de pesquisadores propôs um sistema completo de classificação destes vírus, tendo 

como base as propriedades moleculares de seus 11 segmentos de RNA. Este novo 

sistema baseou-se na caracterização molecular e análise filogenética do genoma 

completo de 53 protótipos do vírus. Os diferentes genótipos descritos para cada um 

dos segmentos são divididos segundo valores de cut-off específicos de identidade 

nucleotídica, para cada um destes genes (Quadro 5). Assim, foi determinada a nova 

designação dos genótipos, que passa a ser descrita da seguinte forma: Gx-P[x]-Ix-Rx-

Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, onde cada letra simboliza, respectivamente, os genes 

responsáveis pela codificação das proteínas VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-

NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 e o x, um número arábico iniciando em 1 

(MATTHIJNSSENS et al., 2008a,b). 

Os RV apresentam um tropismo natural para as células epiteliais maduras das 

microvilosidades intestinais, nas quais ocorre a replicação viral. O passo inicial do ciclo 

(Figura 5) consiste na ligação da partícula viral à superfície da célula hospedeira, 

através da interação de VP4 e VP7 com receptores celulares (ARIAS et al., 2004; 

DESSELBERGER et al., 2009; ESTES e GREENBERG, 2013). A penetração pode 

ocorrer diretamente através da membrana ou por endocitose mediada por receptores. 

As partículas infecciosas sofrem desnudamento, pela ação de enzimas celulares e 

baixa concentração de cálcio, perdendo as duas proteínas do capsídeo externo 

(ARIAS et al., 2004; DESSELBERGER et al., 2009; GREENBERG e ESTES, 2009; 

ESTES e GREENBERG, 2013).
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Quadro 5: Valores de cut-off de percentagem de identidade nucleotídica que definem os diferentes 
genótipos de rotavírus do grupo A.  

Gene 
Proteína 

codificada 
Valores de cut-off de 

identidade nucleotídica (%) 
Designação dos nomes 

de genótipos 
Genótipos 

1 VP1 83 
RNA polimerase - RNA 

dependente (R) 
9 

2 VP2 84 Proteína do cerne (C) 9  

3 VP3 81 Metiltransferase (M) 8  

4 VP4 80 Sensível à protease (P) 35  

5 NSP1 79 
Antagonista do Interferon 

(A) 
16 

6 VP6 85 Capsídeo interno (I) 16  

7, 8 
ou 9 

NSP3 85 
Intensificador de tradução 

(T) 
12  

NSP2 85 NTPase (N) 9 

VP7 80 Glicoproteína (G) 27 

10 NSP4 85 Enterotoxina (E) 14  

11 NSP5 91 
Fosfoproteína 

(pHosphoprotein) (H) 
11  

Adaptado de MATTHIJNSSENS et al., 2008a,b e ESTES e GREENBERG, 2013. 

 

 
Figura 5: Representação esquemática do ciclo de replicação dos rotavírus. Etapas: (1) Adsorção do 
vírus à superfície celular; (2) Penetração e desnudamento da partícula viral, produzindo partículas de 
dupla camada (do inglês Double Layered Particles - DLPs); (3) Transcrição primária (RNA+); (4) Síntese 
das proteínas virais; (5) Síntese primária de RNA-; (6) Montagem da partícula viral; (7) Síntese 
secundária de RNA-; (8) Montagem das DLPs; (9) Brotamento da DLP na membrana do retículo 
endoplasmático (RE); (10) Perda do envoltório transitório, gerando partículas de tripla camada (do 
inglês Triple Layered Particles - TLPs). Adaptada de MASCARENHAS, 2006. 
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A replicação ocorre totalmente no citoplasma da célula e se inicia com a RNA 

polimerase dependente de RNA (VP1) em conjunto com VP3, transcrevendo fitas de 

RNA de polaridade positiva (RNA+) a partir de todos os 11 segmentos genômicos 

virais. Parte destas moléculas de RNA+ funcionam como RNA mensageiro viral, sendo 

traduzidas em proteínas estruturais e não estruturais (DESSELBERGER et al., 2009; 

ESTES e GREENBERG, 2013). 

A maioria das proteínas virais são sintetizadas em ribossomos livres e se 

acumulam no citoplasma, à exceção de VP7 e NSP4, que são sintetizadas em 

ribossomos ligados ao retículo endoplasmático rugoso, onde são glicosiladas e a 

seguir inseridas em sua membrana (COSTA et al., 2005; DESSELBERGER et al., 

2009; ESTES e GREENBERG, 2013). Cerca de três horas após o início da infecção 

formam-se inclusões citoplasmáticas denominadas viroplasmas, que são essenciais 

para a replicação, o empacotamento do genoma e as etapas iniciais de morfogênese 

do vírus (DESSELBERGER et al., 2009; ESTES e GREENBERG, 2013). Partículas 

de dupla camada emergem dos viroplasmas e brotam para dentro do retículo 

endoplasmático (RE), adquirindo um envelope transitório, que contém NSP4, VP4 e 

VP7 (ARIAS et al., 2004; ESTES e GREENBERG, 2013).  

O brotamento é mediado pela NSP4, que atua como receptor da VP6, presente 

na partícula viral. À medida que as partículas se movem em direção ao interior do RE, 

o envelope vai sendo substituído por uma fina camada de proteína que constitui o 

capsídeo externo, formando a partícula viral completa e infecciosa (DESSELBERGER 

et al., 2009; ESTES e GREENBERG, 2013). Estudos mostraram que em células não 

polarizadas, o ciclo termina quando a progênie viral é liberada por lise da célula 

hospedeira. Nas células epiteliais polarizadas, os vírus induzem a apoptose e 

desestabilizam a membrana, sendo liberados da célula antes dos efeitos citopáticos 

(ECP) se tornarem evidentes. Finalmente, as partículas virais liberadas infectam 

outros enterócitos, reiniciando o ciclo (DESSELBERGER et al., 2009; ESTES e 

GREENBERG, 2013). 

A lise das células infectadas causa a atrofia das vilosidades intestinais, 

desencadeando uma repopulação compensatória com células secretoras imaturas. 

Deste modo, ocorre um desequilíbrio entre os processos de absorção (comprometida 

pela destruição de enterócitos maduros) e secreção (aumentada pela proliferação de 

células da crista). Simultaneamente, a permeabilidade intestinal a macromoléculas 

como a lactose é reduzida, o que aumenta a osmolaridade intestinal e as perdas 
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líquidas, resultando na diarreia osmótica. Também ocorrem alterações vasculares que 

levam à isquemia das microvilosidades e alterações inflamatórias na mucosa intestinal 

(WILHELMI et al., 2003; COSTA et al., 2005). 

Outro mecanismo de indução de diarreia é desencadeado pela proteína NSP4, 

que sofre transformações, adquirindo funções intracelulares (iNSP4) e extracelulares 

(eNSP4) (DESSELBERGER et al., 2009; HYSER e ESTES, 2009; ESTES e 

GREENBERG, 2013). Na célula infectada, a iNSP4 (Figura 6A) apresenta atividades 

fundamentais para a replicação viral, atuando no aumento do cálcio intracelular e 

facilitando a montagem da partícula. O mecanismo de alteração da homeostase do 

cálcio é desconhecido, mas acredita-se que a iNSP4 promova um aumento da 

permeabilidade da membrana plasmática por induzir a formação de canais de cálcio. 

Por outro lado, a montagem das partículas é facilitada à medida que a iNSP4 presente 

na membrana do RE se liga à proteína VP6 das partículas imaturas, facilitando o seu 

brotamento (HYSER e ESTES, 2009). 

 

 

 
Figura 6: Funções da proteína não estrutural 4 (NSP4): intracelular (A) e extracelular (B). Adaptada de 
HYSER e ESTES, 2009. 

 

 

Quando a iNSP4 atravessa a membrana plasmática da célula infectada, ela é 

clivada por ação de proteases, gerando a eNSP4 (Figura 6B), que possui atividade de 

enterotoxina. Esta por sua vez, liga-se a receptores celulares e inicia uma cascata de 

sinalização em células não infectadas. Esta sinalização ativa a fosfolipase C, 

culminando com a liberação de cálcio do RE e consequente aumento do seu nível 
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intracelular, perturbando o equilíbrio eletrolítico da célula (DESSELBERGER et al., 

2009; HYSER e ESTES, 2009; ESTES e GREENBERG, 2013). Se a eNSP4 atuar no 

enterócito, um dos efeitos é a ruptura da junção celular resultando em permeabilidade 

paracelular, ou seja, entre as células. Por outro lado, se a eNSP4 atuar nas células da 

crista, ocorre um aumento nos níveis de cálcio mediado por um transportador de 

cloreto, aumentando a secreção em um processo chamado de diarreia secretória 

(DESSELBERGER et al., 2009; HYSER e ESTES, 2009; ESTES e GREENBERG, 

2013). 

A dose infectante necessária para estabelecer a infecção por RVA é de apenas 

dez partículas viáveis, o que demonstra sua elevada infecciosidade, principalmente 

quando se considera que estes vírus são transmitidos pela via fecal-oral, sendo 

excretados em concentrações elevadas nas fezes (109 a 1010 partículas/grama) 

(CARTER, 2005; COSTA et al., 2005). A gastroenterite causada pelos RVA inicia, 

abruptamente, após um período de incubação de 2 a 4 dias, com um quadro clínico 

clássico: vômito, febre, dor abdominal e diarreia, que podem se manifestar juntos ou 

isolados e podem desencadear rapidamente a desidratação (COSTA et al., 2005; 

DESSELBERGER et al., 2009). 

Os RVA são responsáveis por altas taxas de hospitalização e procura por 

cuidados clínicos, principalmente, considerando as infecções que acometem crianças 

menores de cinco anos (ESTES e GREENBERG, 2013; GURGEL et al., 2014). Na 

América Latina, na era pré-vacinal, estimava-se que 10 milhões de casos de DDA, 75 

mil hospitalizações e 15 mil mortes, por ano, poderiam ser atribuídas à rotavirose 

(OPAS, 2007). No Brasil, a situação não era diferente e a infecção por RVA era uma 

importante causa de morbidade e mortalidade na população infantil, com ocorrência 

de cerca de 850 mortes anuais relacionadas com esse agente (SARTORI et al., 2008). 

Nos países de clima temperado, os RVA exibem um padrão sazonal de 

infecção, apresentando picos epidêmicos nos meses mais frios do ano 

(DESSELBERGER et al., 2009). Por outro lado, nos países tropicais, a infecção ocorre 

durante todo o ano, com tendências sazonais em algumas regiões (ESTES e 

GREENBERG, 2013; DESSELBERGER et al., 2009). No Brasil, a distribuição sazonal 

da DDA por RVA apresentava um nítido perfil sazonal na região sudeste, com 

expressiva ocorrência das infecções no período mais frio e seco do ano (maio a 

setembro) (ROSA E SILVA et al., 2001; ARAUJO et al., 2002; ROSA E SILVA et al., 

2002; CARVALHO-COSTA et al., 2006). 
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A constatação de epidemias anuais nos países desenvolvidos mostrou que a 

adoção de medidas higiênicas clássicas não seria suficiente para o controle da 

infecção, apontando para a necessidade de desenvolvimento de uma vacina eficaz 

contra os RVA (MASCARENHAS, 2006; ANDREASI, 2008; ESTES e GREENBERG, 

2013). A vacina monovalente, produzida a partir do vírus humano G1P[8] atenuado, 

amostra RIX4414 (Rotarix® - GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgium) foi licenciada no 

Brasil pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária em 2005, estando disponível 

inicialmente em clínicas pediátricas privadas. Somente em março de 2006, a vacina 

oral de RV humano foi incluída no Programa Nacional de Imunização, estando a partir 

de então disponível no Sistema Único de Saúde (BRASIL, 2005). 

Desde a implantação dessa vacina, vários estudos foram realizados para 

avaliar o seu impacto, tendo sido demonstrado um declínio considerável da taxa de 

mortalidade e do número de internações por diarreia (LANZIERI et al., 2011; DESAI 

et al., 2011; DO CARMO et al., 2011). Em adição, as pesquisas de monitoramento 

desenvolvidas nos períodos pré e pós-vacinação apontaram reduções significativas 

da taxa de detecção de RVA (CARVALHO-COSTA et al.; 2009; MORILLO et al., 2010; 

DULGHEROFF et al., 2012; 2014). Um estudo realizado no município de Juiz de Fora 

corroborou a queda na prevalência de RVA no período 2007-2011, principalmente na 

faixa etária de 0 a 36 meses, bem como uma redução na circulação de genótipos não-

G2 no município, após a implantação da vacina (ASSIS et al., 2013). Apesar da 

redução acima relatada, os RVA tem sido detectados em estudos clínicos (ASSIS et 

al., 2013; DULGHEROFF et al., 2012, 2014; GLASS et al., 2014) e ambientais 

(FERREIRA et al., 2009; VIEIRA et al., 2012; FUMIAN et al., 2013; ASSIS et al., 2015), 

mostrando que eles continuam circulando na população.  

A detecção de RVA em matrizes aquáticas pode estar associada à sua 

resistência aos fatores ambientais e aos diversos processos físico-químicos 

empregados no tratamento de água e esgoto (MEHNERT et al., 1999). Estes vírus 

podem manter sua viabilidade por dias ou meses em ambientes com baixas 

temperaturas (4 a 20ºC) e resistem a amplas variações de pH, sofrendo inativação 

apenas em pH 11,5 (MENG et al., 1987; D’SOUZA et al., 2007). Além disso, os RVA 

podem resistir a tratamentos de desinfecção por incidência de luz ultravioleta ou por 

cloração, mediante concentrações de cloro variando entre 1,5 e 1,7 mg/L (RAO et al., 

1986).
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2.6 Considerações gerais sobre os vírus gigantes 

 

 

Os vírus grandes núcleo-citoplasmáticos de DNA, também designados como 

vírus gigantes, são multiplicados em parte ou totalmente no citoplasma de células 

eucarióticas, possuem capsídeo com dimensão maior que 150 nm e apresentam um 

genoma relativamente grande, que codifica milhares de genes (IYER et al., 2001; 

YUTIN et al., 2009). Esse grupo de vírus é composto pelas famílias Ascoviridae, 

Asfarviridae, Iridoviriridae, Phycodnaviridae, Poxviridae, Marseilleviridae e 

Mimiviridae, além de algumas espécies, como os pandoravírus, pithovírus e mollivírus, 

que não se enquadram dentro de nenhuma família viral (IYER et al., 2001; ABERGEL 

et al., 2015). 

O primeiro vírus gigante foi descrito em 2003, a partir de amostras de água 

coletadas de uma torre de resfriamento, após um surto de pneumonia ocorrido no ano 

de 1992, em um hospital da Inglaterra (LA SCOLA et al., 2003). Naquela época, 

amebas de vida livre e cocos Gram-positivos foram detectados na amostra, sendo os 

últimos identificados como o possível agente causador desse surto. No início dos anos 

2000, análises de microscopia eletrônica realizadas por pesquisadores franceses 

revelaram que as amebas continham partículas virais de grandes dimensões (~750 

nm de diâmetro), que apresentavam simetria pseudo-icosaédrica (LA SCOLA et al., 

2003). Esse vírus foi denominado de Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV) por 

parasitar amebas de vida livre da espécie Acanthamoeba polyphaga e por mimetizar 

uma bactéria (mimivírus), devido ao tamanho visível ao microscópio óptico e pelas 

características de coloração. 

O genoma do APMV, considerado o protótipo da família Mimiviridae, é 

constituído de DNA de fita dupla linear e contém mais de mil genes codificadores de 

proteínas estruturais, não estruturais e alguns RNA transportadores. Embora 70% 

desses genes ainda não possuam função descrita, análises do genoma dos mimivírus 

já revelaram a presença de marcadores antes desconhecidos em vírus, alguns 

relacionados à tradução de proteínas, a enzimas de reparo do DNA e novas vias 

enzimáticas (LEGENDRE et al., 2010). 

Com o passar dos anos, diferentes espécies de vírus gigantes foram 

detectadas em amebas de vida livre, que são consideradas hospedeiras naturais 

destes vírus (LA SCOLA, 2014). Dentre estas amebas, destacam-se aquelas 
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pertencentes ao gênero Acanthamoeba spp., que podem fazer parte da microbiota 

normal de alguns animais e humanos e já foram isoladas a partir de vários ambientes 

(DORNAS, 2016). Essas amebas apresentam estabilidade após o tratamento com 

desinfetantes, além de resistirem quando expostas a condições extremas de pH e 

temperatura (FOUQUE et al., 2012). 

A partir da descrição de vírus gigantes, os pesquisadores têm buscado 

aprimorar estratégias para o isolamento destes vírus, sendo a técnica de filtração a 

primeira opção proposta para a concentração de amostras (LA SCOLA et al., 2008). 

Apesar de ser eficiente na retenção de bactérias, este método também restringiu a 

pesquisa de vírus gigantes, devido ao maior tamanho dessas partículas virais. Deste 

modo, a filtração foi substituída pela adição de antibióticos às amostras, antes de 

serem inoculadas, uma vez que as condições de cultivo das amebas favorecem o 

crescimento bacteriano (LA SCOLA et al., 2010). É importante destacar, no entanto, 

que a elevada concentração de antibióticos pode afetar o crescimento da ameba, 

reduzindo o número de vírus gigantes isolados. Alternativamente, uma etapa de pré-

enriquecimento da amostra foi proposta para diminuir o crescimento bacteriano. A 

execução dessa metodologia exige a incubação da amostra em câmara escura com 

fontes orgânicas, antes da sua inoculação nas amebas, a fim de favorecer a 

multiplicação de bactérias heterotróficas em detrimento das autotróficas (ARSLAN et 

al., 2011; DORNAS et al., 2014a). Apesar de permitir o isolamento de alguns vírus 

gigantes, esse método tem apresentado baixos índices de positividade (CAMPOS et 

al., 2014; ANDRADE et al., 2015). 

Até o momento, os estudos de prospecção de vírus gigantes têm gerado 

informações importantes a respeito da sua circulação, sugerindo que assim como as 

amebas de vida livre, esses vírus podem ser ubíquos. Tal fato pode ser explicado pela 

detecção e isolamento de vírus gigantes em diferentes tipos de amostras, tais como 

solo, ar, água, ambientes hospitalares, sistemas de ventilação, ar condicionado, lentes 

de contato e, até mesmo, em sistemas de tratamento de esgoto (LA SCOLA et al., 

2003, 2008; PAGNIER et al., 2013, BOUGHALMI et al., 2013; DORNAS et al., 2015).
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2.7 Métodos de detecção de vírus em amostras ambientais 

 

 

A pesquisa ambiental de vírus inclui etapas fundamentais como a concentração 

dos vírus na amostra e a detecção de ácidos nucleicos virais por técnicas moleculares. 

Os principais entraves para obter resultados seguros em pesquisas com matrizes 

aquáticas incluem a grande diversidade de amostras, a alta dispersão das partículas 

virais nesses ambientes e a presença de inibidores naturais que afetam a reação de 

amplificação de ácidos nucleicos (GUZMÁN et al., 2007; ROCK et al., 2010). 

O método de concentração deve ser simples, rápido, barato, proporcionar boas 

taxas de recuperação viral e ser adequado para uma grande variedade de vírus. Como 

não existe um método ideal que atenda a todos esses requisitos, é preciso selecionar 

a metodologia mais adequada levando-se em consideração a natureza da amostra, o 

vírus a ser monitorado e os recursos disponíveis no laboratório (WYN-JONES e 

SELLWOOD, 2001; BOSCH et al., 2008; SILVA et al., 2011). Em geral, os métodos 

de concentração são baseados nas técnicas de ultracentrifugação, ultrafiltração, 

adsorção-eluição e floculação (WYN-JONES e SELLWOOD, 2001; SILVA et al., 

2011).  

No método de ultracentrifugação, as amostras são centrifugadas em alta 

velocidade (maior que 100.000 x g), o que faz com que os vírus precipitem e sejam, 

posteriormente, eluídos de forma eficiente. Esta técnica apresenta a vantagem de 

poder utilizar amostras sem que haja um processamento prévio das mesmas, porém, 

a falta de portabilidade do equipamento, os custos elevados e os pequenos volumes 

que podem ser processados, limitam a sua utilização (SILVA et al., 2011). 

Outro método bastante utilizado é a ultrafiltração, que consiste na passagem 

da amostra através de membranas, filtros ou capilares, cujos poros tem dimensões 

tais, que permitem a passagem de água e solutos de baixo peso molecular, mas retêm 

vírus e macromoléculas. Esse método é útil apenas nos casos de amostras de 

pequeno volume, visto que os constituintes não filtráveis obstruem rapidamente o 

dispositivo filtrante (WYN-JONES e SELLWOOD, 2001). 

Nos protocolos de adsorção e eluição, a amostra é filtrada em uma membrana 

eletricamente carregada, na qual o vírus é adsorvido sob condições específicas de pH 

e força iônica. A seguir, as partículas são eluídas da membrana pela lavagem com 

ácido e então concentradas por centrifugação. Uma das variações desse método 
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envolve a utilização de membranas carregadas negativamente, como na técnica 

desenvolvida por Katayama e colaboradores (2002), que tem sido utilizada em vários 

trabalhos (ROSE et al., 2006; PRADO et al., 2011; VIEIRA et al., 2012; ASSIS et al., 

2015). 

Na concentração por floculação orgânica, a amostra é adicionada de um 

eluente e submetida a agitação, para promover a liberação das partículas virais 

adsorvidas na matéria orgânica. Os eluentes mais utilizados são o extrato de carne 

(pH 9,5) e a glicina, seguida de hidróxido de sódio (pH 9,5 a 11,5). Após a eluição, a 

amostra é centrifugada para eliminar o excesso de matéria orgânica. O sobrenadante 

é adicionado de uma suspensão de flocos de leite em pó desnatado (pH 3,5) capazes 

de adsorver as partículas virais. Estes flocos são precipitados por centrifugação e, a 

seguir, ressuspensos em tampão (WYN-JONES e SELLWOOD, 2001). Variações 

desta técnica já foram propostas para recuperação de vírus em água do mar, água 

doce e esgoto bruto (CALGUA et al., 2008, 2013a,b). A concentração por floculação 

dispensa o uso de membranas e ultracentrífuga, reduzindo o custo do processo, além 

da execução ser fácil e rápida. 

Após a etapa de concentração, a análise virológica prossegue com a detecção 

e identificação dos vírus no concentrado. A seleção do método de detecção de vírus 

entéricos em amostras ambientais depende se o agente viral se replica ou não em 

culturas celulares (WYN-JONES e SELLWOOD, 2001). A cultura consiste na 

inoculação do concentrado em linhagens celulares específicas para cada tipo de vírus 

(FONG e LIPP, 2005; SILVA et al., 2011). A seguir, a replicação viral é avaliada, 

observando-se a presença de alterações celulares, também denominadas como ECP. 

Apesar de permitir a determinação da infecciosidade e a realização de ensaios 

quantitativos, a metodologia em questão é cara, trabalhosa e requer um longo tempo 

para ser executada (FONG e LIPP, 2005; FORMIGA-CRUZ et al., 2005). O cultivo de 

HAdV pode ser realizado em diversas linhagens celulares, tais como BGMK, CaCo-2, 

HeLa, HEp-2, A549 e HEK293, sendo observadas variações na eficiência da 

replicação de acordo com o tipo viral (JIANG, 2006). Com relação aos RVA, existe 

uma grande dificuldade de adaptação destes vírus em linhagens celulares, no entanto, 

seu cultivo já foi descrito em células MA104 e CaCo-2, com adição de tripsina ao meio 

de cultivo (WARD et al., 1984; CUMINO et al., 1998). 

O avanço das metodologias moleculares tem possibilitado o desenvolvimento 

de estudos de monitoramento de vírus em ambiente, tornando as análises mais 
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específicas, sensíveis e rápidas (BOSCH et al., 2008; GIRONES et al., 2010). Além 

disso, tais técnicas permitem a detecção de vírus fastidiosos; a determinação da carga 

viral e a caracterização molecular dos vírus detectados (GIRONES et al., 2010). A 

maioria das técnicas moleculares aplicadas é baseada em protocolos de amplificação 

dos ácidos nucleicos in vitro, com destaque para a reação em cadeia da polimerase 

quantitativa (qPCR), que é amplamente utilizada na virologia ambiental (GIRONES et 

al., 2010). A qPCR pode utilizar corantes fluorescentes, tais como SYBR Green, 

conhecido por intercalar entre as duas fitas de DNA para a detecção de um segmento 

amplificado. Entretanto, as sondas fluorescentes, tais como TaqMan (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), conferem maior especificidade, por serem 

baseadas no uso de regiões complementares para a quantificação do segmento do 

genoma selecionado (GIRONES et al., 2010). Esses métodos são conhecidos por 

apresentarem alta sensibilidade e especificidade para identificar e quantificar vírus, 

mesmo presentes em baixas concentrações. Entretanto, a quantificação acurada de 

cópias de genoma virais presentes nas matrizes ambientais demanda o controle de 

passos cruciais, tais como a eficiência dos procedimentos de concentração, extração 

dos ácidos nucleicos virais e de amplificação do genoma viral. 

Além dos controles positivos e negativos específicos nas reações de PCR, 

outros controles são necessários. Neste sentido, o uso de um controle interno nas 

reações é uma alternativa adotada para monitorar a eficiência de todas as etapas de 

detecção. Este controle deve apresentar características físico-químicas similares aos 

microrganismos alvos e, de preferência, não ser encontrado no ambiente avaliado. Os 

melhores candidatos para esse propósito são os vírus de RNA, tais como os 

bacteriófagos (BOSCH et al., 2008). Outra estratégia para evitar resultados falso 

negativos é a diluição do ácido nucleico antes da etapa de amplificação, para avaliar 

a presença de inibidores potenciais que podem afetar a eficiência da quantificação 

(GIRONES et al., 2010). 

A avaliação da eficiência dos métodos de detecção e quantificação é 

necessária para estabelecer estudos de monitoramento de vírus a fim de determinar 

a qualidade da água, bem como de subprodutos gerados nas ETEs. Embora os 

métodos de concentração de vírus em água e esgoto bruto estejam bem 

estabelecidos, os mesmos ainda não foram otimizados ou não apresentam eficiência 

comprovada para processar amostras de lodo de esgoto, que contém numerosos 

compostos capazes de inibir a reação de PCR (ROCK et al., 2010). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

O desenvolvimento e a implantação de planos de saneamento básico vêm 

assumindo grande importância na atualidade, frente à preocupação crescente com a 

escassez da água e contaminação dos ambientes aquáticos. Apesar dos avanços, o 

cenário nacional ainda é preocupante e aponta para a necessidade de investimentos 

na expansão do serviço de esgotamento sanitário, tanto na etapa de coleta quanto no 

tratamento. 

Levando-se em conta a grande quantidade de partículas virais excretadas nas 

fezes e a elevada infecciosidade dos RVA e dos HAdV, é importante monitorar a 

presença desses vírus no efluente tratado e no lodo de esgoto. Estes subprodutos do 

tratamento de esgoto merecem atenção, uma vez que serão devolvidos à natureza, 

pelo despejo do efluente em corpos d’água receptores e pela deposição de lodo em 

aterros sanitários, ambos podendo contribuir para a introdução de patógenos no 

ambiente. 

Os estudos de virologia ambiental têm sido impulsionados, considerando-se 

dois aspectos já reconhecidos: a resistência dos vírus de disseminação entérica aos 

processos de tratamento de esgoto e a ausência de associação entre estes patógenos 

e os indicadores bacterianos, utilizados para monitorar a qualidade microbiológica da 

água. No entanto, as informações sobre o desempenho dos processos de tratamento 

de esgoto na remoção de vírus entéricos ainda são muito limitadas no Brasil, restritas 

apenas à pesquisas desenvolvidas no Rio de Janeiro, São Paulo e em Florianópolis. 

A falta de informação sobre a presença e a carga de patógenos virais nos subprodutos 

do tratamento de esgoto em Minas Gerais estimulou a realização deste estudo de 

monitoramento de HAdV e RVA na ETE Barbosa Lage, localizada em Juiz de Fora. 

Um importante entrave no desenvolvimento de estudos de vigilância ambiental 

de vírus deve-se ao fato da execução da maioria das técnicas de concentração já 

descritas exigir a utilização de insumos e infraestrutura laboratorial de alto custo, 

apesar de nem sempre garantir uma eficiência satisfatória na recuperação viral. Neste 

contexto, deve-se destacar o método de floculação orgânica com leite desnatado, que 

foi descrito pela primeira vez para a concentração de partículas virais presentes na 

água do mar. Os resultados satisfatórios obtidos com a utilização deste método 
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estimularam sua avaliação em outras matrizes aquáticas, como água doce e esgoto 

bruto, e até mesmo em frutas para avaliação de contaminação viral em alimentos. 

Esta técnica apresenta vantagens sobre outros métodos, tais como filtração por 

membrana e ultracentrifugação, por ser fácil e rápida de ser realizada e requerer uma 

infraestrutura de laboratório simples, eliminando equipamentos dispendiosos, além de 

utilizar insumos de baixo custo. Assim, parte deste estudo buscou adaptar o protocolo 

de floculação orgânica com leite desnatado para avaliar a recuperação e a detecção 

de vírus entéricos presentes em amostras de lodo de esgoto e efluente tratado, que 

apresentam características muito diferentes.  

Além de avaliar o impacto do esgoto como fonte de contaminação ambiental, é 

importante considerar a riqueza desta matriz em termos de biodiversidade, o que a 

torna um alvo interessante para estudos de prospecção viral. Neste contexto, vale 

ressaltar a presença dos vírus gigantes, já descrita em amostras de efluente, 

especialmente, considerando que os mesmos apresentam uma grande diversidade 

genética, pouco explorada até o momento. Sabendo que o isolamento de vírus 

gigantes pode ser favorecido pela utilização de técnicas de concentração, desde que 

as mesmas dispensem etapas de filtração e centrifugação em alta velocidade, o 

protocolo otimizado para efluente tratado foi testado quanto à sua aplicabilidade na 

pesquisa desses vírus. 

Diante dos inúmeros desafios e limitações que se apresentam no campo da 

virologia ambiental, a execução deste trabalho pode contribuir de forma significativa 

para disseminação de conhecimento sobre o impacto do tratamento de esgoto por 

lodo ativado na carga de HAdV e RVA. Em adição, a aplicação de um protocolo de 

baixo custo e fácil execução para concentração de vírus em amostras lodo de esgoto 

e efluente tratado pode impulsionar a monitorização da carga viral dos subprodutos 

gerados nas ETEs, permitindo avaliar possíveis riscos para a saúde pública 

associados ao retorno destes materiais para o ambiente.
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4 OBJETIVOS  

 

 

4. 1 Objetivos gerais 

 

 

Otimizar o protocolo de concentração viral por floculação com leite desnatado 

para amostras de lodo de esgoto e efluente tratado, visando monitorar a presença de 

HAdV e RVA em uma ETE, a fim de avaliar o impacto do tratamento por lodo ativado 

sobre a carga viral e a adequação do efluente tratado aos padrões vigentes. 

 

 

4.2  Objetivos específicos 

 

 

 Otimizar e validar o protocolo de concentração viral por floculação com leite 

desnatado para recuperação de HAdV e RVA em lodo de esgoto e em efluente tratado. 

 Testar a aplicabilidade do protocolo otimizado para efluente tratado na 

pesquisa de vírus gigantes. 

 Determinar a carga de HAdV e RVA em amostras de diferentes etapas do 

tratamento de esgoto e caracterizar molecularmente as amostras positivas. 

 Avaliar a influência da época de coleta (seca e úmida) e do tipo de amostra 

(simples e composta) na carga de HAdV e RVA. 

 Verificar a infecciosidade das partículas de HAdV detectadas em amostras de 

efluente tratado. 

 Avaliar o impacto do tratamento de esgoto sobre os parâmetros físico-químicos 

e microbiológico. 

 Avaliar a ocorrência de associação entre a detecção viral e os parâmetros 

físico-químicos e microbiológico em amostras de efluente tratado, considerando os 

padrões definidos na legislação. 

 Avaliar a ocorrência de correlação entre a carga viral e os parâmetros físico-

químicos e microbiológico em amostras obtidas nas diferentes etapas do tratamento. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Este trabalho foi dividido em três etapas, conforme a estratégia experimental abaixo. 

 
Figura 7: Estratégia experimental utilizada neste trabalho. cDNA: DNA complementar; PCR: reação em cadeia da polimerase; P1, P2, P3 e P4: pontos de coleta. 
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A ordem de descrição das etapas não corresponde à ordem cronológica de 

execução das mesmas (Figura 7). Isso significa que os dois estudos de otimização 

não foram realizados sequencialmente, mas foram organizados deste modo para 

garantir uma apresentação mais didática. Para evitar repetições desnecessárias, os 

procedimentos comuns (5.1 a 5.3) foram descritos antes do detalhamento de cada 

uma das etapas (5.4 a 5.6). 

 

 

5.1 Área de estudo  

 

 

Este trabalho foi realizado na cidade de Juiz de Fora, situada na Zona da Mata 

Mineira, com uma população de, aproximadamente, 550 mil habitantes. Segundo a 

classificação de Köppen, predomina em Juiz de Fora o clima tropical de altitude (Cwa), 

caracterizado por duas épocas bem definidas. A seca (maio a setembro) apresenta 

temperaturas mais baixas e menores índices pluviométricos e a úmida (outubro a abril) 

apresenta temperaturas mais elevadas e maiores precipitações pluviométricas (UFJF, 

2016). Este estudo foi realizado na ETE Barbosa Lage, localizada às margens do Rio 

Paraibuna, próximo à confluência do Ribeirão das Rosas, no bairro Barbosa Lage, na 

zona norte de Juiz de Fora (MINAS GERAIS, 2014). Até o momento, esta é a única 

ETE em operação na cidade e recebe o esgoto produzido por cerca de 60 mil 

habitantes. 

Nesta ETE é utilizado o processo de tratamento secundário por lodo ativado, 

com aeração prolongada (Figura 8). Inicialmente, o esgoto bruto é encaminhado a 

ETE, onde recebe o tratamento preliminar para separação de materiais, como 

termoplásticos, celulose, madeira e metais, que ficam retidos em grades. Na 

sequência, o material inorgânico, constituído basicamente de areia, é removido no 

desarenador e junto com os resíduos citados anteriormente são encaminhados ao 

aterro sanitário (MINAS GERAIS, 2014). 

Após o tratamento preliminar, todo o esgoto é direcionado ao tanque de 

equalização, que tem o objetivo de acumular e homogeneizar o esgoto que chega na 

estação de forma intermitente, garantindo assim o funcionamento contínuo das etapas 

seguintes do processo de tratamento (JUIZ DE FORA, 2013; MINAS GERAIS, 2014). 
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Figura 8: Representação esquemática do processo de tratamento secundário por lodo ativado utilizado 
na Estação de Tratamento de Esgoto Barbosa Lage. Adaptada de JUIZ DE FORA, 2013. 

 

Na sequência, o esgoto é bombeado para o tanque de aeração, também 

conhecido como tanque reator ou reator biológico. Neste tanque, o efluente é 

misturado a uma massa de microrganismo (lodo) e o ar é insuflado por um sistema de 

aeração difuso, garantindo que todo o material receba oxigênio. Esta etapa 

corresponde ao tratamento secundário, na qual a matéria orgânica é decomposta por 

microrganismos na presença de oxigênio (JUIZ DE FORA, 2013; MINAS GERAIS, 

2014). 

A seguir, o efluente é bombeado para o tanque de decantação, que apresenta 

formato cilíndrico-cônico, característica que facilita a sedimentação dos flocos 

formados na etapa anterior (MINAS GERAIS, 2014). Após o tempo de retenção 

adequado, o sobrenadante do tanque de decantação passa a corresponder ao 

efluente tratado (JUIZ DE FORA, 2013). Este efluente poderá ser lançado ao Rio 

Paraibuna, desde que não altere as características de qualidade deste corpo receptor, 

enquadrado como água doce de classe 2 pela Portaria do Ministério Interior n° 

86/1981, no trecho que vai da barragem de Chapéu D'uvas até sua foz no Rio Paraíba 

do Sul (MINTER, 1981). Além disso, o lançamento de efluentes oriundos de sistemas 

de tratamento de esgotos sanitários em corpos d’água está atrelado ao cumprimento 

de condições, padrões e exigências dispostas pelas legislações federal (Resolução 
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Conama n° 430/2011) e estadual (Deliberação Normativa Conjunta Copam/CERH n° 

01/2008) em vigência.  

O material que se acumula no fundo do tanque de decantação constitui o lodo 

de esgoto, que é removido por bombas. Parte deste lodo retorna ao tanque de 

aeração, para funcionar como inóculo de microrganismos, sendo denominado lodo 

ativado. O lodo excedente é direcionado ao tanque digestor aeróbio, equipado com 

um aerador de superfície (MINAS GERAIS, 2014). Este tanque funciona como um 

depósito, pois no sistema de lodo ativado com aeração prolongada a estabilização 

ocorre no tanque de aeração, devido ao seu prolongado período de retenção (18 a 30 

dias). Antes de ser direcionado ao sistema de desidratação, o lodo excedente passa 

por uma etapa de condicionamento com adição de polímero para retirada de líquido. 

A seguir, o processo de desidratação é realizado por centrifugação, gerando dois 

produtos. O líquido resultante deste processo é reencaminhado ao tanque de 

equalização, retornando ao sistema de tratamento, enquanto a torta ou lodo 

desidratado é destinado ao aterro sanitário (JUIZ DE FORA, 2013; MINAS GERAIS, 

2014). 

 

 

5.2 Coletas 

 

 

As amostras de esgoto foram coletadas em quatro pontos distintos da ETE 

(Figura 9), representativos de diferentes etapas do processo de tratamento, após 

autorização da Companhia Municipal de Saneamento de Juiz de Fora (Cesama) 

(ANEXO A). 

Figura 9: Representação esquemática dos pontos de coleta na Estação de Tratamento de Esgoto 
Barbosa Lage. Adaptada de VON SPERLING, 2014.
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O ponto 1 (P1) está localizado na entrada da ETE, após as grades que retêm 

grandes objetos, onde foi coletado o esgoto bruto. O ponto 2 (P2) corresponde ao 

tanque de equalização, onde foi obtido o esgoto primário, após a passagem pela caixa 

de areia e homogeneização. O ponto 3 (P3) está localizado entre o tanque de 

sedimentação e o tanque de aeração no sistema de recirculação, no qual foi coletado 

o lodo de esgoto ativado. O ponto 4 (P4) corresponde à canaleta de escoamento do 

tanque de sedimentação, onde foi coletado o efluente tratado. 

Todas as amostras (250 mL) foram acondicionadas em frasco de polietileno 

estéril e encaminhadas, sob refrigeração, ao laboratório de Virologia, onde foram 

armazenadas a - 20ºC até o processamento. 

 

 

5.3 Procedimentos para a pesquisa de adenovírus e rotavírus comuns às três 

etapas do estudo 

 

 

5.3.1 Concentração viral 

 

 

Para concentração das diferentes amostras de esgoto foram utilizadas a 

metodologia original de concentração viral por floculação com leite desnatado 

(CALGUA et al., 2013a) e duas alterações deste protocolo, otimizadas para 

recuperação de HAdV e RVA em amostras de lodo de esgoto e de efluente tratado 

(Figura 10). 

No protocolo original, inicialmente, a amostra de esgoto (50mL) foi diluída em 

100 mL de um tampão alcalino de glicina (0,25 N / pH 9,5 / proporção 1:2), com 

objetivo de eluir as partículas virais adsorvidas à matéria orgânica. A seguir, a 

suspensão foi submetida à agitação por 30 minutos em gelo, seguida de centrifugação 

a 8000 x g por 30 minutos a 4°C (Centrifuga Sorvall RC 5B Plus, DuPont, EUA; Rotor 

Sorvall GSA, r=155mm).  

O precipitado foi descartado e o sobrenadante (150 mL) transferido para um 

novo frasco. O pH do sobrenadante foi ajustado para 3,5 e adicionado da suspensão 

floculada de leite desnatado (Difco, EUA), preparada imediatamente antes da sua 

utilização, para obtenção de uma concentração final de 0,01% (v/v). Para obtenção 



58 

 

correta da suspensão floculada de leite, a água do mar artificial (Sigma, EUA) deve 

ser preparada com 24 horas de antecedência. Esta etapa é importante, uma vez que 

o pH ácido e os cátions presentes na água do mar atuam sobre as partículas virais, 

carregando-as positivamente, o que favorece a adsorção das mesmas aos flocos de 

leite, na etapa seguinte. 

Na sequência, a amostra foi agitada durante oito horas à temperatura ambiente 

para adsorção das partículas virais. Em seguida, os flocos de leite foram 

sedimentados por centrifugação (8000 × g durante 30 minutos a 4°C) e o 

sobrenadante, cuidadosamente, removido e descartado. O sedimento foi dissolvido 

em 1 mL de tampão fosfato 0,2 M com pH neutro (7,5), favorecendo a liberação das 

partículas virais na solução. Este concentrado foi aliquotado e armazenado a - 80°C. 

 

 

Figura 10: Fluxograma comparativo dos protocolos de concentração viral utilizados neste estudo.
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5.3.1.1 Controles 

 

 

O PP7 é um bacteriófago de Pseudomonas aeruginosa, que foi utilizado como 

controle interno para monitorar a execução das técnicas de concentração, extração, 

síntese de DNA complementar (cDNA) e qPCR. Este controle foi empregado tanto nos 

experimentos de otimização da técnica para lodo de esgoto e efluente tratado, como 

nos experimentos de monitoramento. A escolha deste bacteriófago deve-se ao fato de 

não ser detectado no ambiente e apresentar tamanho e propriedades físico-químicas 

similares a alguns vírus entéricos (RAJAL et al., 2007a,b). Todas as amostras foram 

inoculadas com PP7 antes da etapa de concentração e a carga viral foi determinada 

em cada fase do estudo. 

 

 

5.3.2 Extração do ácido nucleico viral 

 

 

Todos os concentrados obtidos na etapa anterior, bem como todos os inóculos 

(controles positivos de HAdV, RVA e PP7) utilizados nos experimentos foram 

submetidos à extração do ácido nucleico viral (DNA/RNA), utilizando os kits 

comerciais QIAamp® MinElute Spin Virus (Qiagen, EUA) ou High Pure Viral Nucleic 

Acid (Roche, Alemanha), de acordo com as recomendações do fabricante. 

O sobrenadante final (60 µL), obtido de todos os concentrados e inóculos 

extraídos, foi quantificado em espectrofotômetro (NanoDrop®, Thermo Scientific, 

EUA), submetido a diluições seriadas de base 10 (10-1 e 10-2), separado em alíquotas 

(3 x 20 µL) e estocado a - 80°C. 

 

 

5.3.3 Obtenção de DNA complementar (cDNA) 

 

 

Para a pesquisa de RVA e PP7, cujos genomas são constituídos de RNA, a 

síntese do cDNA foi realizada utilizando-se iniciadores aleatórios (Invitrogen®, EUA). 

Em microtubos de 0,2 mL, 5 μL de RNA extraído foram adicionados a 1 μL de dimetil 
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sulfóxido e, posteriormente, incubados a 97°C por 7 minutos para desnaturação, 

seguida de resfriamento em banho de gelo por 2 minutos. Na sequência, os 

microtubos foram adicionados de 19 μL da mistura de reagentes (Quadro 6) e 

submetidos à seguinte condição: 25°C por 5 minutos, 50°C por 1 hora e 70°C por 20 

minutos. Ao final, todos os cDNAs foram aliquotados (2 x 12,5 µL) e armazenados a - 

20°C, até o momento da análise por qPCR. 

O cDNA foi preparado usando RNA não diluído e diluições seriadas de base 10 

(10-1 e 10-2) para avaliar a presença de inibidores nas amostras de esgoto. Controles 

positivo (inóculos de RVA e PP7), negativo (amostra negativa) e branco (água livre de 

DNAse e RNAse) foram utilizados para verificar a ocorrência da transcrição reversa e 

garantir a ausência de contaminação. Esta etapa é dispensável para a pesquisa de 

HAdV, por se tratar de um vírus de genoma de DNA. 

 

 

Quadro 6: Reagentes utilizados na reação da transcrição reversa para a síntese de DNA complementar 
a partir do RNA total extraído. 

Reagentes Volume (μL) 

Água livre de DNAse/RNAse * 10,5 

Tampão de PCR sem MgCl2 [10X] *1 2,5 

dNTP [2,5mM] *2 2,0 

MgCl2 [50mM] *1 0,7 

RT Superscript III [200U/μL] *1 0,5 

Iniciador aleatório [25U]*1 2,0 

Ditiotreitol [100mM] *1 0,5 

RNAse out [40U/μL] * 0,3 

Total 19,0 

* Life Technologies®, EUA; *1 Invitrogen®, EUA; *2 Promega®, 
EUA. 

 

 

5.3.4 Determinação da carga viral 

 

 

5.3.4.1 Construção das curvas padrão de adenovírus, rotavírus e PP7 

 

 

Curvas padrão foram preparadas para cada vírus pesquisado, a fim de realizar 

a quantificação absoluta por qPCR. Os plasmídeos recombinantes contendo insertos 

de genoma de HAdV, RVA e PP7 foram gentilmente cedidos pela Drª Marize Pereira 
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Miagostovich do Laboratório de Virologia Ambiental e Comparada da Fundação 

Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Rio de Janeiro. As suspensões de plasmídeos foram 

homogeneizadas em vortex e quantificadas em triplicata no espectrofotômetro 

(NanoDrop®, Thermo Scientific, EUA). A concentração média de DNA, obtida em 

nanogramas por microlitro (ng/μL), foi aplicada na fórmula descrita a seguir, para 

obtenção do resultado em número de cópias por microlitro (nº cópias/μL): 

 

 

Nº cópias/ μL = 
Concentração de DNA em ng/µL x 6.022 x 1023 

n° de pares de base do plasmídeo recombinante x 1x109 x 650 

 

Onde:  

 6.022 x 1023 = Número de Avogadro; 

 1x109 = Fator de conversão de gramas para nanogramas; 

 650 = Massa molecular aproximada de um par de bases (A-T ou G-C) em 

Daltons. 

 

 

Para a construção da curva padrão de HAdV foram utilizadas oito diluições 

seriadas de base 10 do plasmídeo recombinante, contendo o genoma deste vírus. 

Considerando o volume de plasmídeo aplicado por reação (2,5 µL) e o fator de diluição 

(7,84), a curva construída para HAdV variou de 1,96 x 100 a 1,96 x 107 cópias/ µL.  

Foram preparadas 10 diluições seriadas de base 10 dos plasmídeos 

recombinantes, contendo o genoma de RVA e PP7. Do mesmo modo, considerando 

o volume de plasmídeo aplicado por reação (3 µL para ambos) e o fator de diluição 

em cada caso (1,84 para RVA e 9,43 para PP7), a curva construída para RVA variou 

de 5,53 x 100 a 5,53 x 109 cópias/ µL, enquanto a curva de PP7 variou de 2,83 x 100 a 

2,83 x 109 cópias/ µL. 

No total, foram preparadas 32 curvas completas (com 1 tubo de cada ponto) 

para cada vírus, que foram estocadas em embalagens individuais a - 80°C, de forma 

a garantir que não ocorressem alterações no padrão de quantificação, ao longo de 

toda a pesquisa.
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5.3.4.2 Quantificação viral 

 

 

Todos os concentrados e inóculos obtidos foram submetidos à qPCR para 

determinação das cargas de HAdV, RVA e PP7, seguindo as técnicas descritas por 

Heim e colaboradores (2003), Zeng e colaboradores (2008) e Rajal e colaboradores 

(2007a), respectivamente. Os iniciadores e as sondas utilizadas nos protocolos 

citados acima podem ser observados no quadro 7. 

 

 

Quadro 7: Iniciadores e sondas utilizados no PCR quantitativo para determinação da carga de 
adenovírus humano, rotavírus do grupo A e bacteriófago PP7. 

Vírus 
Região do 
genoma 

Iniciador e 
sonda 

Sequência (5’ a 3’) * 

Adenovírus 
humano 

Gene do  
hexon 

AQ1 (+) GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT 

AQ2 (–) GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC 

AP (S) FAM-TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA- 
TAMRA 

Rotavírus do 
grupo A 

Gene NSP3  NSP3 (+) ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG 

NSP3 (–) GGTCACATAACGCCCCTATAGC 

NSP3 (S) VIC-AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA-MGB 

Bacteriófago 
PP7 

Gene da 
Replicase  

247 (+) GTTATGAACCAATGTGGCCGTTAT 

320 (–) CGGGATGCCTCTGAAAAAAG 
274 (S) FAM-TCGGTGGTCAACGAGGAACTGGAAC-TAMRA 

* Código de nucleotideos IUB: W=A/T, R=A/G; AQ1: Adenoquant 1; AQ2: Adenoquant 2; AP: Adenoprobe; NSP3: 

Proteína não estrutural 3. (+): Iniciador senso; (–): Iniciador anti-senso; (S): Sonda; FAM e VIC: fluoróforos; MGB 

(Minor Groove Binder) e TAMRA (Tetrametil rodamina): Bloqueadores de fluoróforos. 

 

 

As qPCR e as condições de amplificação utilizadas para determinação da carga 

de HAdV, RVA e PP7 podem ser observados, respectivamente, nos quadros 8, 9 e 

10. Todas as reações foram realizadas utilizando o sistema TaqMan (Applied 

Biosystems, EUA). Na primeira etapa deste estudo (item 5.4), as qPCR foram 

realizadas na plataforma ABI 7500 (Applied Biosystems, EUA) do Laboratório de 

Virologia Ambiental e Comparada da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Rio de 

Janeiro. Nas demais etapas (itens 5.5 e 5.6), as reações foram realizadas no StepOne 

Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA) do Laboratório de uso 

comum da Pós-Graduação de Ciências Biológicas.
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Quadro 8: Reação de PCR quantitativo e condições de amplificação utilizadas para determinação da 
carga de adenovírus humano. 

* Life Technologies®, EUA; *1 Applied Biosystems, EUA; *2 Eurofins MWG Operon®, Alemanha. 

 

 

Quadro 9: Reação de PCR quantitativo e condições de amplificação utilizadas para determinação da 
carga de rotavírus do grupo A. 

* Life Technologies®, EUA; *1 Applied Biosystems, EUA; *2 Eurofins MWG Operon®, Alemanha. 
 

 

Quadro 10: Reação de PCR quantitativo e condições de amplificação utilizadas para determinação da 
carga do bacteriófago PP7. 

* Life Technologies®, EUA; *1 Applied Biosystems, EUA; *2 Eurofins MWG Operon®, Alemanha. 
 

Reagentes 
Volume 

(μL) Condições de amplificação 

Água livre de DNAse/RNAse * 2,25 

TaqMan Universal PCR Master 
Mix *1 

6,25 Etapa Temperatura Tempo 

Iniciador AQ1 [12,5μM] *2 0,50 Ativação UNG 50°C 2 min. 

Iniciador AQ2 [12,5μM] *2 0,50 
Ativação Taq 
Polimerase 

95°C 10 min. 

Sonda AP FAM-TAMRA [10μM] *1 0,50 

45 
ciclos 

Desnaturação 95°C 3 seg. 

DNA 2,50 Hibridização 55°C 
10 

seg. 

Total 12,50 Extensão 65°C 1 min. 

Reagentes 
Volume 

(μL) 
Condições de amplificação 

Água livre de 
DNAse/RNAse* 

2,00 

TaqMan Universal PCR 
Master Mix *1 

6,25 Etapa Temperatura Tempo 

Iniciador NSP3F [10μM] *2 0,50 Ativação UNG 50°C 2 min. 

Iniciador NSP3R [10μM] *2 0,50 Ativação Taq Polimerase 95°C 10 min. 

Sonda NSP3 VIC-MGB 
[10μM]*1 

0,25 

40 ciclos 

Desnaturação 95°C 15 seg. 

cDNA 3,00 Hibridização / 
Extensão 

60°C 1 min. 
Total 12,50 

Reagentes 
Volume 

(μL) 
Condições de amplificação 

Água livre de 
DNAse/RNAse * 

1,75 

TaqMan Universal PCR 
Master Mix *1 

6,25 Etapa Temperatura Tempo 

Iniciador 247F [10μM] *2 0,625 Ativação UNG 50°C 2 min. 

Iniciador 320R [10μM] *2 0,625 Ativação Taq Polimerase 95°C 10 min. 

Sonda 274 FAM-TAMRA 
[10μM]*1 

0,25 

40 ciclos 

Desnaturação 95°C 15 seg. 

cDNA 3,00 Hibridização / 
Extensão 

60°C 1 min. 
Total 12,50 
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Suspensões não diluídas e as diluições seriadas de base 10 (10-1 e 10-2) de 

DNA e cDNA foram analisadas em duplicata (seis reações/amostra) para verificar a 

possível presença de inibidores da qPCR. Em todas as corridas, a curva padrão foi 

obtida utilizando-se no mínimo seis diluições do plasmídeo, cada uma delas aplicadas 

em triplicata. Controles positivo, negativo e branco foram incluídos em cada corrida. 

 

 

5.3.4.3 Determinação da eficiência do método de concentração viral 

 

 

A eficiência do método de concentração foi determinada tanto nos estudos de 

otimização do protocolo para lodo de esgoto e efluente tratado, quanto no estudo de 

monitoramento de HAdV e RVA. Para tanto, antes da concentração, amostras 

representativas de todas as condições testadas e dos pontos avaliados foram 

inoculadas com suspensões contendo uma quantidade conhecida de HAdV, RVA e 

PP7. A seguir, os concentrados obtidos foram submetidos às técnicas de extração, 

síntese de cDNA (apenas para vírus de RNA) e qPCR. 

Os resultados de qPCR são reportados em cópias por reação, logo, foi 

necessário utilizar a fórmula matemática abaixo, para converter o resultado no número 

exato de cópias detectadas nos inóculos e nos concentrados (inoculados ou não): 

 

N total cópias = (N cópias/reação X [VfcDNA / VcDNA]) X (Vf ácido nucleico / V ácido nucleico) X (V total / Vext) 

 

Onde: 

• V total= volume total da amostra (500μL para o cálculo do número de cópias 

do genoma no inóculo e 1000 μL para o cálculo do número de cópias do genoma no 

concentrado) 

• V ext= volume de amostra submetido à extração de DNA/RNA (200μL) 

• Vf ácido nucleico = volume final de DNA/RNA extraído (60μL) 

• V ácido nucleico = volume de RNA aplicado na reação de cDNA (5μL para RVA 

e PP7) ou volume de DNA aplicado na reação de qPCR (2,5μL para HAdV) 

• VfcDNA= volume final da reação de cDNA para RVA e PP7 (25μL) 

• VcDNA= volume de cDNA aplicado na reação de qPCR para RVA e PP7 (3μL) 

• N cópias/reação= número de cópias por reação obtido pelo qPCR (valor bruto) 
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• N total cópias = número total de cópias detectadas 

 

A seguir, o número total de cópias encontrado para HAdV e RVA nos 

concentrados inoculados foi subtraído do valor obtido nos concentrados não 

inoculados (controle negativo), com intuito de descontar a contaminação viral pré-

existente. Como PP7 não é encontrado naturalmente nas amostras ambientais, esta 

etapa não foi realizada para o bacteriófago. Na sequência, o percentual de 

recuperação que avalia a eficiência do método de concentração viral foi calculado para 

HAdV, RVA e PP7, a partir do número total de cópias do genoma detectadas no 

inóculo e no concentrado inoculado, utilizando-se a fórmula abaixo: 

 

% Recuperação: N cópias concentrado inoculado X 100 / N cópias do inóculo 

 

Onde: 

• N cópias concentrado inoculado = número total de cópias do genoma recuperadas  

• N cópias do inóculo = número total de cópias do genoma inoculadas  

• % Recuperação = percentual de recuperação do método 

 

 

5.4 Otimização do protocolo de concentração viral para lodo de esgoto  

 

 

5.4.1 Avaliação da eficiência das alterações propostas  

 

 

Neste estudo (primeira etapa) foram propostas quatro alterações na técnica de 

concentração viral por floculação com leite desnatado (CALGUA et al., 2013a), 

originalmente descrita para amostras de esgoto bruto, visando otimizar um protocolo 

de baixo custo para recuperação de HAdV e RVA em amostras de lodo de esgoto.  

Para tanto, 240 mL de lodo de esgoto ativado, obtidos no ponto 3 da ETE 

Barbosa Lage, foram divididos em quatro alíquotas de 60 mL para testar as alterações 

no protocolo de concentração, denominadas condições A, B, C e D. Em cada condição 

testada, três alíquotas (15 mL cada) de lodo de esgoto foram inoculadas com 
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suspensões, contendo HAdV (104 cópias de genoma/500µL), RVA (103 cópias de 

genoma/500µL) e PP7 (1010 cópias de genoma/500µL). Paralelamente, uma alíquota 

não inoculada (15 mL) foi utilizada como controle negativo (Figura 11). 

 

 

Figura 11: Fluxograma das etapas do estudo de otimização do protocolo de concentração viral para 
lodo de esgoto. HAdV: adenovírus humano; RVA: Rotavírus do grupo A; PP7: bacteriófago PP7. 

 

 

Nas quatro condições testadas, 15 mL de amostra de lodo de esgoto foram 

diluídos em 135 mL de tampão de glicina 0,25 N, pH 9,5 (1:9, v/v). Foram propostas 

alterações no tempo de agitação em tampão glicina e na concentração final de leite 

desnatado, para cada condição testada (Quadro 11). 

Os inóculos de HAdV (controle positivo) e PP7 (controle interno) e os 

concentrados de lodo de esgoto foram armazenados a -80°C até serem processados, 

como descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4, para determinar a carga viral e estimar a 

eficiência do método de concentração 

 

 

Quadro 11: Condições testadas no estudo de otimização do protocolo de concentração viral para lodo 
de esgoto. 

Condição Tempo de agitação a  Concentração final de leite desnatado b 

A 30 minutos 0,01 % (p/v) 

B 60 minutos 0,01 % (p/v) 

C 30 minutos 0,02 % (p/v) 

D 60 minutos 0,02 % (p/v) 
a Agitação em tampão glicina 0.25 N, pH 9.5 (1:9, v/v). b Suspensão pré-floculada de 

leite desnatado (1%, p/v).
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5.4.2 Validação do protocolo otimizado para lodo de esgoto 

 

 

A validação do protocolo de concentração viral otimizado para recuperação de 

HAdV e RVA foi realizada com amostras de lodo ativado, adensado e digerido, com 

objetivo de avaliar seu desempenho em diferentes populações e tipos de lodo. Para 

este propósito, foram utilizadas oito amostras de lodo de esgoto ativado obtidas no 

ponto 3 da ETE Barbosa Lage e duas amostras de três diferentes tipos de lodo 

(ativado, adensado e digerido) coletadas em uma ETE do Rio de Janeiro, pela equipe 

do Laboratório de Virologia Ambiental e Comparada (Fiocruz, RJ). Todas as amostras 

foram inoculadas com PP7 (1010 cópias de genoma/500µL) e submetidas à técnica de 

concentração. A carga de HAdV e a taxa de recuperação de PP7 foram determinadas 

após o processamento dos concentrados virais, como descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4. 

 

 

5.5 Otimização do protocolo de concentração viral para efluente tratado 

 

 

5.5.1 Avaliação da eficiência das alterações propostas  

 

 

Neste estudo (segunda etapa) também foram propostas quatro alterações na 

técnica de concentração viral descrita por Calgua e colaboradores (2013a), visando 

otimizar este protocolo de baixo custo, para recuperação de HAdV e RVA em amostras 

de efluente tratado. 

Para tanto, 800 mL de efluente tratado, obtidos no ponto 4 da ETE Barbosa 

Lage, foram divididos em quatro alíquotas de 200 mL para testar as alterações 

denominadas condições A’, B’, C’ e D’. Em cada condição testada, três alíquotas (50 

mL) de efluente tratado foram inoculadas com suspensões, contendo HAdV (105 

cópias de genoma/500µL), RVA (105 cópias de genoma/500µL) e PP7 (107 cópias de 

genoma/500µL). Paralelamente, uma alíquota não inoculada (50 mL) foi utilizada 

como controle negativo (Figura 12). 
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Figura 12: Fluxograma das etapas do estudo de otimização do protocolo de concentração viral para 
efluente tratado. HAdV: adenovírus humano; RVA: rotavírus do grupo A; PP7: bacteriófago PP7. 

 

 

Para cada condição foram testadas modificações na primeira centrifugação e 

na concentração final de leite (Quadro 12). Os inóculos de HAdV, RVA (controles 

positivos) e PP7 (controle interno) e os concentrados de efluente tratado foram 

armazenados a -80°C até serem processados, como descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4, 

para determinar a carga viral e estimar a eficiência do método de concentração. 

 

 

Quadro 12: Condições testadas no estudo de otimização do protocolo de concentração viral para 
efluente tratado. 

Condições 1ª centrifugação  Concentração final de leite desnatadoa 

A’ 8000 x g por 30 minutos à 4ºC 0,01 % (p/v) 

B’ Não realizada 0,01 % (p/v) 

C’ 8000 x g por 30 minutos à 4ºC 0,02 % (p/v) 

D’ Não realizada 0,02 % (p/v) 
a Suspensão pré-floculada de leite desnatado (1%, p/v). 

 

 

5.5.2 Validação do protocolo otimizado para efluente tratado 

 

 

A validação do protocolo de concentração otimizado para recuperação de 

HAdV e RVA foi realizada com 24 amostras de efluente tratado, coletadas 

quinzenalmente no ponto 4 da ETE Barbosa Lage, no período de janeiro a dezembro 
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de 2015. Todas as amostras foram inoculadas com PP7 (107 cópias de 

genoma/500µL) e submetidas à técnica de concentração. A carga de HAdV e RVA e 

a taxa de recuperação de PP7 foram determinadas após o processamento dos 

concentrados virais, como descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4.  

 

 

5.5.3 Pesquisa de vírus gigantes em amostra de efluente tratado  

 

 

Todos os experimentos necessários para a pesquisa de vírus gigantes foram 

realizados no Laboratório de Vírus da Universidade Federal de Minas Gerais. 

 

 

5.5.3.1 Procedimentos de cultura celular  

 

 

Amebas da espécie Acanthamoeba polyphaga (cepa AP2T4) foram utilizadas 

como suporte para o isolamento dos vírus gigantes. O cultivo foi realizado em frascos 

de 125 cm2, com 25 mL de meio de peptona, extrato de levedura e glicose (PYG), que 

foram mantidos a 30°C. Após 24 horas de crescimento, as células foram coletadas e 

centrifugadas a 1.000 x g por 10 minutos (Centrifuge 5430 R, Eppendorf, EUA; Rotor 

FA-45-48-11, r=95mm). O sobrenadante foi removido e as amebas foram 

homogeneizadas com 30 mL de PBS. Esse procedimento foi repetido por duas vezes. 

Após a última etapa de centrifugação, o sedimento foi suspenso em 30 mL de 

PBS para a contagem das amebas, utilizando a câmara de Neubauer. Posteriormente, 

a suspensão de amebas foi tratada com uma mistura de antibióticos, com as seguintes 

concentrações de uso: penicilina 200 U/mL (Sigma-Aldrich, EUA), gentamicina 50 

mg/mL (Thermo Fisher Scientific, EUA), anfotericina B 2,5 mg/mL (Bristol-Myers-

Squibb, EUA), ciprofloxacino 4 μg/mL (Cellofarm, Brasil), vancomicina 4 μg/mL 

(Sigma-Aldrich, EUA) e doxiciclina 20 μg/mL (Sigma-Aldrich, EUA) (DORNAS, 2016).
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5.5.3.2 Isolamento de vírus gigantes  

 

 

Para o isolamento viral foi utilizado o método de inoculação direta (DORNAS et 

al., 2015). Inicialmente, 100 µL de suspensão de amebas (4,0 x 10³ amebas/poço) 

foram adicionados em cada poço da placa de 96 poços. A placa foi mantida a 30°C 

até obtenção de uma monocamada de amebas, com cerca de 90% de confluência. 

O concentrado de efluente tratado obtido pelo protocolo otimizado foi 

centrifugado a 8.000 x g por 30 minutos (Centrifuge 5430 R, Eppendorf, EUA; Rotor 

FA-45-48-11, r=95mm) e o sedimento suspenso em 750 µL de tampão salina fosfato 

(PBS) 1X, para evitar possíveis efeitos tóxicos nas amebas. A seguir, 100 µL deste 

concentrado viral foram inoculados em cada poço. A placa foi incubada a 30°C por um 

período de seis dias. No controle negativo foi utilizada adição de PBS sobre a 

monocamada de amebas. 

Durante o período de cultivo, todos os poços foram visualizados diariamente 

em microscópio óptico para verificar a ocorrência de ECP. Em caso de ausência de 

ECP, foram realizadas mais duas passagens com intervalo de sete dias, utilizando-se 

a amostra recém-cultivada juntamente com meio PYG e antibióticos. 

Os poços que apresentaram ECP foram analisados como possíveis novos 

isolados de vírus gigantes. Neste caso, 100 μL do conteúdo destes poços foram 

coletados e inoculados em uma garrafa de cultivo de 25 cm², contendo 5 mL de 

suspensão de amebas (3,0 x 105/mL). A garrafa foi mantida à 30°C por até seis dias, 

sendo observada diariamente em microscópio óptico, para confirmação da presença 

de ECP. Após a visualização de ECP, o material contido na garrafa foi aliquotado e 

armazenado a -20°C. Uma alíquota de 200 μL foi aquecida a 75ºC por uma hora para 

romper o capsídeo viral. A seguir, essa alíquota foi submetida a extração de ácidos 

nucleicos, utilizando-se o kit comercial High Pure Viral Nucleic Acid (Roche, 

Alemanha).
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5.3.3.3 Detecção de vírus gigantes  

 

 

A presença de vírus gigantes foi investigada por PCR em tempo real qualitativo, 

utilizando diferentes alvos (Quadro 13). Todos os ensaios foram realizados usando o 

SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, EUA), no termociclador Step One 

(Applied Biosystem, EUA), seguindo as recomendações do fabricante. 

 

 

Quadro 13: Iniciadores utilizados no PCR em tempo real para detecção de vírus gigantes. 

Vírus Região do genoma Iniciadores (sequência 5’ a 3’) * 

Mimivírus Proteína 1 do capsídeo 
(conservado nas linhagens A, B e C) 

ACTTTATTATCATTATCAGCGAATA 

GCTCTTAACCCTGAAGAACA 

Mimivírus 
Helicase 
(conservado na linhagem A) 

ACCTGATCCACATCCCATAACTAA 

GCCTCATCAACAAATGGTTTCT 

Marseillevírus Proteína do capsídeo CTTTTGCACCTGCTTCATGA 

GCGGTAACCCTCCCACTTAT 

Pandoravírus β DNA polimerase GGATGGCTCGACGTCTCTT 

CCTYGGTRAGCAMAGGCAAC 

Faustovírus β DNA polimerase CATGACATGAGCTTCGGATACT 

GTTTCTCTGATCCCACACCTAC 
* Código de nucleotideos IUB: Y=C/T; R=A/G; M=A/C. 

 

 

As reações de PCR e as condições de amplificação utilizadas para detecção 

de vírus gigantes podem ser observados no quadro 14. A temperatura de melting (Tm) 

foi avaliada após todas as reações, a fim de identificar as amplificações específicas. 

As reações foram testadas em duplicata e só foram consideradas positivas aquelas 

que apresentaram Tm específico. 

 

 

Quadro 14: Reação de PCR em tempo real e condições de amplificação utilizadas para detecção de 
vírus gigantes. 

* Applied Biosystems, EUA; *1 Eurofins MWG Operon®, Alemanha. qps: Quantidade suficiente para. 

Reagentes 
Volume 

(μL) 
Condições de amplificação 

Água livre de DNAse/RNAse * qsp. 
Etapa Temperatura Tempo 

SYBR Green Master Mix * 5,0 

Iniciador senso [10μM] *1 0,4 
Ativação Taq 
Polimerase 

95°C 10 min. 

Iniciador anti-senso [10μM] *1 0,4 
40 

ciclos 

Desnaturação 95°C 
15 

seg. 

DNA (30 a 100 ng) - Hibridização / 
Extensão 

60°C 1 min. 
Total 10,0 
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5.6 Monitoramento de adenovírus e rotavírus 

 

 

5.6.1 Avaliação da eficiência do método de concentração 

 

 

Antes de realizar o monitoramento viral (terceira etapa), foi necessário avaliar 

a eficiência do método de concentração nas diferentes amostras de esgoto. Para 

tanto, amostras de esgoto bruto (P1), esgoto primário (P2), lodo de esgoto (P3) e 

efluente tratado (P4) foram obtidas na ETE Barbosa Lage. 

De cada ponto, três alíquotas (50 mL) foram inoculadas com suspensões 

contendo HAdV (105 cópias de genoma/500µL), RVA (105 cópias de genoma/500µL) 

e PP7 (103 cópias de genoma/500µL) e uma alíquota (50mL) foi utilizada como 

controle negativo, sem adição de inóculo. 

As amostras de esgoto bruto (P1), esgoto primário (P2) e efluente tratado (P4) 

foram submetidas à técnica de concentração por floculação com leite desnatado 

original (CALGUA et al., 2013a), descrita no item 5.3.1. As amostras de lodo de esgoto 

(P3) foram processadas utilizando o protocolo modificado (condição A, B, C ou D), 

que se mostrou mais eficiente no estudo de otimização, descrito no item 5.4. 

A seguir, todos os inóculos de HAdV (controle positivo), RVA (controle positivo) 

e PP7 (controle interno) e concentrados virais obtidos foram processados, como 

descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4, para determinar a carga viral e estimar a taxa de 

recuperação viral. 

 

 

5.6.2 Pesquisa de adenovírus e rotavírus 

 

 

Para o estudo de monitoramento, amostras (250 mL) representativas de 

diferentes etapas do processo de tratamento de esgoto por lodo ativado (pontos 1 a 

4) foram obtidas na ETE Barbosa Lage, de janeiro a dezembro de 2014. 

As coletas foram realizadas, quinzenalmente, na época úmida (outubro a abril) 

e na época seca (maio a setembro), a fim de avaliar se houve influência do período 

de coleta na carga viral. 



73 

 

Buscando obter uma maior representatividade nos pontos 1, 2 e 4 foram 

coletadas amostras do tipo composta (mistura de amostras individuais tomadas em 

intervalos regulares, durante um período de 24 horas). No ponto 3, foram coletadas 

amostras do tipo simples, tomada num determinado instante de tempo, uma vez que 

o próprio sistema de recirculação de lodo ativado pode manter tal representatividade.  

As amostras de esgoto bruto (P1), esgoto primário (P2) e efluente tratado (P4) 

foram submetidas à técnica de concentração por floculação com leite desnatado 

original (CALGUA et al., 2013a), descrita no item 5.3.1. As amostras de lodo de esgoto 

(P3) foram processadas utilizando o protocolo modificado (condição A, B, C ou D), 

que se mostrou mais eficiente no estudo de otimização, descrito no item 5.4. 

Todos os concentrados obtidos foram armazenados a -80°C até serem 

processados, como descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4, para determinar a carga de HAdV 

e RVA e estimar a taxa de recuperação de PP7. 

 

 

5.6.3 Caracterização molecular das amostras de adenovírus e rotavírus 

 

 

As amostras positivas de HAdV e RVA no qPCR foram submetidas a protocolos 

de PCR convencional (cPCR), seguidos de sequenciamento nucleotídico. 

A detecção de HAdV foi realizada pela amplificação parcial do gene que 

codifica o hexon, a qual apresenta identidade entre os diferentes tipos de HAdV, 

segundo protocolo descrito por Allard e colaboradores (2001). A presença de RVA foi 

investigada pela amplificação parcial do gene que codifica a proteína VP6, de acordo 

com protocolo de Iturriza-Gómara e colaboradores (2002). O quadro 15 mostra os 

iniciadores utilizados nos protocolos acima citados. 

 

 

Quadro 15: Iniciadores utilizados no PCR convencional para detecção de adenovírus humano e 
rotavírus do grupo A. 

Vírus 
Região do 
genoma 

Iniciador Sequência (5’ a 3’) * 
Fragmento 
esperado (pb) 

Adenovírus 
humano 

Gene do 
Hexon  

Hex1 (+) GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC 301  

Hex2 (–) CAGCACSCCICGRATGTCAAA 

Rotavírus do 
grupo A 

Gene VP6  VP6 (+) GACGGVGCRACTACATGGT 379 

VP6 (–) GTCCAATTCATNCCTGGTGG 
* Código de nucleotideos IUB: S=C/G, R=A/G, K=G/T, W=A/T, V=A/C/G, N=A/C/G/T; VP6: Proteína 
estrutural 6. (+): Iniciador senso; (–): Iniciador anti-senso; pb: pares de base. 
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As reações de cPCR e as condições de amplificação utilizadas para detectar 

HAdV e RVA podem ser observadas, respectivamente, nos quadros 16 e 17. 

Os produtos obtidos na cPCR foram purificados a partir do gel de agarose 2%, 

utilizando o kit comercial (QIAquick Gel Extraction Kit®, Qiagen, EUA). Amostras 

representativas dos quatro pontos de coleta, cujos produtos purificados apresentavam 

quantidade adequada de DNA, foram encaminhadas para um serviço de 

sequenciamento nucleotídico. Neste passo, foram utilizados os mesmos iniciadores 

descritos nos protocolos de cPCR. Ambas as cadeias foram sequenciadas utilizando 

o kit ABI Prism® BigDyeTM Terminator Cycle (Applied Biosystems, EUA) no 

sequenciador automatizado ABI Prism 3730 (Applied Biosystems, EUA), seguindo as 

recomendações do fabricante. 

 

 

Quadro 16: Reação de PCR convencional e condições de amplificação utilizadas para detecção de 
adenovírus humano. 

Reagentes 
Volume 

(μL) 
Condições de amplificação 

Água livre de DNAse/RNAse* 13,0 Etapa Temperatura Tempo 

PCR Master Mix [2x] *1 25,0 Desnaturação inicial 94°C 2 min. 

Iniciador Hex1 [25μM] *2 1,0 
40 

ciclos 

Desnaturação 94°C 30 seg. 

Iniciador Hex2 [25μM] *2 1,0 Hibridização 60°C 30 seg. 

DNA 10,0 Extensão 72°C 1 min. 

Total 50,0 Extensão final 
72°C 5 min. 

4°C Manter 

* Life Technologies®, EUA; *1 Promega®, EUA; *3 Eurofins MWG Operon®, Alemanha. 

 

 

Quadro 17: Reação de PCR convencional e condições de amplificação utilizadas para detecção de 
rotavírus do grupo A. 

Reagentes 
Volume 

(μL) 
Condições de amplificação 

Água livre de DNAse/RNAse* 29,2 

Etapa Temperatura Tempo Tampão de PCR sem MgCl2 
[10X] *1 

5,0 

dNTP [2,5mM] *2 4,0 
Desnaturação inicial 94°C 2 min. 

MgCl2 [50mM] *1 1,5 

Iniciador VP6F [20μM] *3 2,0 

40 
ciclos 

Desnaturação 94°C 30 seg. 

Iniciador VP6R [20μM] *3 2,0 Hibridização 58°C 30 seg. 

Taq Polimerase Platinum 

[5U/μL] *1 
0,3 Extensão 72°C 1 min. 

cDNA 6,0 
Extensão final 

72°C 7 min. 

Total 50,0 4°C Manter 

* Life Technologies®, EUA; *1 Invitrogen®, EUA; *2 Promega®, EUA; *3 Eurofins MWG Operon®, Alemanha. 
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As sequências obtidas foram alinhadas e montadas utilizando o método 

CLUSTAL W contido no BioEdit 7.2.0 (Hall et al., 1999). As sequências foram 

comparadas com sequências de nucleotídeos depositadas no GenBank e as relações 

filogenéticas entre as amostras virais foram inferidas com software MEGA 6.0.6 

(Tamura et al., 2013), utilizando o método de Neighbor-joining e o modelo de 

substituição de nucleotídeos Kimura 2-parâmetros. A confiabilidade dos padrões de 

agrupamento de ramos foi testada com uma amostragem de 1.000 bootstrap. 

 

 

5.6.4 Viabilidade das partículas de adenovírus 

 

 

Os experimentos de determinação da viabilidade das partículas de HAdV em 

efluente tratado, por cultivo celular, foram realizados no Laboratório de Vírus da 

Universidade Federal de Minas Gerais. Nesta etapa, foram testados todos os 

concentrados de efluente tratado (P4) positivos para HAdV por qPCR, em 2014. 

Os concentrados de efluente tratado (200µL) foram submetidos a três ciclos de 

sonicação (exposição a ultrassom por 30 segundos, intercalados com banho de gelo 

de 30 segundos) e centrifugados por 10 minutos a 4.000 x g (Centrifuge 5430 R, 

Eppendorf, EUA; Rotor FA-45-48-11, r=95mm), para reduzir a quantidade de leite, 

devido aos efeitos indesejáveis do mesmo sobre as células, durante o cultivo. A seguir, 

os sobrenadantes foram centrifugados (20.000 x g por duas horas e meia) e os 

sedimentos foram suspensos em PBS 1X (400µL), substituindo o tampão fosfato 

utilizado no protocolo de concentração viral. Cada concentrado obtido foi submetido a 

três ciclos de sonicação e aliquotado em quatro microtubos (100 µL), sendo dois 

testados nos ensaios de citotoxicidade e dois nos ensaios de viabilidade. 

 

 

5.6.4.1 Multiplicação e manutenção das células  

 

 

Duas linhagens celulares foram utilizadas nos experimentos de cultivo de 

HAdV: células A549 (epiteliais, originárias de carcinoma alveolar basal humano) e 

células HEK293 (epiteliais, originárias de carcinoma renal humano transformada por 
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HAdV-5). Ambas as células foram cultivadas em garrafas de 75 cm2, utilizando meio 

mínimo essencial modificado por Dulbecco (DMEM de Eagle, Gibco - Invitrogen, 

EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1 mM de piruvato de sódio, 

10 U/mL de penicilina G e 10 µg/mL de sulfato de estreptomicina (JIANG et al., 2009; 

RIGOTTO et al., 2011). As células foram mantidas a 37°C sob atmosfera de 5% de 

CO2, até atingirem uma monocamada confluente. 

 

 

5.6.4.2 Suspensão viral padrão  

 

 

Foi utilizada uma suspensão de HAdV do tipo 35 (1,0 x 109 TCID50/mL), 

gentilmente, cedida pela Dra. Marize Miagostovich do Laboratório de Virologia 

Ambiental e Comparada da Fiocruz do Rio de Janeiro. 

O controle de vírus foi submetido à mesma condição de centrifugação dos 

concentrados de efluente tratado (20.000 x g por duas horas e meia). O sobrenadante 

e o sedimento (suspenso em PBS 1X) foram utilizados nos ensaios de citotoxicidade 

e viabilidade. 

 

 

5.6.4.3 Ensaio de citotoxicidade 

 

 

Para avaliar a citotoxicidade, os concentrados de efluente tratado positivos para 

HAdV foram submetidos à ação da luz ultravioleta por 30 minutos, seguido de 

aquecimento a 95°C por 30 minutos, para inativação do vírus. 

As células A549 e HEK293 foram cultivadas em placas de 24 cavidades (9,0 x 

104 células/mL), até atingirem 90% de confluência. O meio de cultivo foi retirado e 

sobre elas foi adicionado 100μL do concentrado inativado. As placas foram mantidas 

a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2, com homogeneização a cada 15 minutos. Após 

90 minutos, os concentrados foram aspirados e foi adicionado DMEM, acrescido de 

2% de SFB e 1% de antibiótico/antifúngico (meio de manutenção). 

As células foram observadas, diariamente, em microscópio invertido para 

identificar possíveis alterações morfológicas celulares por um período de 72h, 
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comparando-as com controles celulares (apenas células e meio de manutenção) e 

virais (células infectadas com diferentes diluições do estoque viral - 10-1 a 10-5). 

 

 

5.6.4.4 Ensaio de viabilidade de partículas virais 

 

 

As células A549 e HEK293 foram cultivadas em placas de 24 cavidades (9,0 X 

104 células/mL), até atingirem 90% de confluência. O meio de cultivo foi retirado e 

sobre elas foram adicionados 100μL do concentrado de efluente tratado (preparado 

como descrito no item 5.6.4). Estas células foram mantidas por 90 minutos a 37°C, 

sob atmosfera de 5% de CO2, com homogeneização a cada 15 minutos. Após a 

adsorção, foi adicionado o meio de manutenção e as placas foram mantidas sob as 

mesmas condições descritas anteriormente (SCHLINDWEIN et al., 2010). 

As células foram observadas, diariamente, ao microscópio óptico invertido para 

visualização do ECP. Controles de células (não infectadas) e controles virais (células 

infectadas com diferentes diluições do estoque viral - 10-1 a 10-5) foram utilizados. 

Após um período de cinco a sete dias, as amostras foram submetidas a 3 ciclos de 

congelamento e descongelamento e o sobrenadante foi, novamente, inoculado sendo 

realizadas duas passagens. 

Para confirmar a replicação de HAdV, os sobrenadantes foram extraídos e 

testados por qPCR, como descrito anteriormente (itens 5.3.2 e 5.3.4.2). 

 

 

5.6.5 Análise dos parâmetros físico-químicos e microbiológico  

 

 

Os parâmetros físico-químicos e microbiológico foram avaliados em amostras 

de esgoto bruto (P1) e efluente tratado (P4) para verificar a eficiência do tratamento 

de esgoto por lodo ativado, na redução e/ou adequação dos mesmos. Os dados 

relativos a estes parâmetros foram obtidos em laudos emitidos pelo Laboratório 

Central da Cesama, que realiza análises quinzenais para os parâmetros físico-

químicos (DBO, DQO, óleos e graxas, pH, SS e SST) e mensais para o parâmetro 

microbiológico (contagem de coliformes termotolerantes). 
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5.7 Análises estatísticas 

 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software SPSS 

13.0 (SPSS® Inc., EUA). Nos estudos de otimização, os dados relativos à carga viral 

e à taxa de recuperação viral foram analisados pelo teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis, a fim de verificar diferenças entre as condições testadas. Os valores de rank 

foram calculados para cada condição, atribuindo o valor mais alto para a condição 

mais eficaz. 

No estudo de monitoramento viral foram avaliados os dados de carga de HAdV 

e RVA, ponto de coleta, época de coleta, tipo de amostra, parâmetros físico-químicos 

e microbiológico. Para verificar se houve associação da carga viral com a época de 

coleta (seca ou úmida) e com o tipo de amostra (composta ou simples) foi realizado o 

teste U de Mann-Whitney. O teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar o impacto do 

tratamento de esgoto tanto na carga viral, quanto nos parâmetros físico-químicos e 

microbiológico, comparando-se os resultados observados antes (P1) e após (P4) o 

tratamento. O teste de qui-quadrado com correção de Yates foi aplicado para verificar 

a associação entre a detecção viral e o fato da amostra de efluente tratado estar dentro 

ou fora dos limites indicados nas legislações em vigor, referentes ao padrão de 

lançamento de efluentes em corpos d’água (Tabela 10). Para os parâmetros físico-

químicos (P1 a P4) e microbiológico (P1 e P4) foram realizadas, também, análises de 

correlação com a carga viral, utilizando-se o teste de correlação de Pearson. Em todas 

as análises, valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

 

 

Quadro 18: Valores limites estabelecidos para os parâmetros físico-químicos e microbiológico no 
efluente tratado, de acordo com as legislações atuais. 

Parâmetros  Limites  

Demanda Bioquímica de Oxigênio (mg/L) < 60* 

Demanda Química de Oxigênio (mg/L)  < 180* 

Óleos e graxas (mg/L) < 100*1 

pH 6 a 9* 

Sólidos Sedimentáveis (mL/L) < 1* 

Sólidos Suspensos Totais (mg/L) < 100* 

Coliformes termotolerante (NMP/100mL) <1000*2 
* Limites determinados pela Deliberação Normativa n°01/2008 do Conselho Estadual de Política Ambiental em 
conjunto com Conselho Estadual de Recursos Hídricos do estado de Minas Gerais. *1 Limite determinado pela 
Resolução nº430/2011 do Conselho Nacional do Meio Ambiente. *2Limite determinado para água doce de classe 
2 pela Resolução nº357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente. 
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6 RESULTADOS 

 

 

6.1 Otimização do protocolo de concentração viral para lodo de esgoto 

 

 

6.1.1 Avaliação da eficiência das alterações propostas 

 

 

Os experimentos que testaram as quatro variações do protocolo original de 

Calgua e colaboradores (2013a) para lodo de esgoto (item 5.4.1) mostraram a 

presença de inibidores em todas as reações de qPCR realizadas com DNA e cDNA 

não diluídos. Assim, a carga viral, expressa em cópias de genoma por mililitro (cg/mL), 

foi definida como a média dos dados obtidos no ensaio de qPCR com DNA e cDNA 

diluídos (10-1 e 10-2). A análise dos controles negativos mostrou a ausência de 

contaminantes. 

A taxa de recuperação do bacteriófago PP7 variou de 12,1% a 16,2% (Tabela 

1), sem diferença significativa entre as quatro condições testadas (A - D), 

independentemente, do tempo de agitação e/ou da concentração final de leite 

desnatado (p = 0,459). Entretanto, a condição C apresentou o maior valor de rank no 

teste estatístico de Kruskal-Wallis (8,3), seguido por A, D e B (Tabela 1). 

 

 

Tabela 1: Eficiência de recuperação de adenovírus humano e bacteriófago PP7 nas quatro condições 
de concentração por floculação com leite desnatado, a partir de amostras de lodo de esgoto ativado. 

Vírus Condições 
Carga viral 
Inoculada a 

Carga viral 
Recuperada b 

 
% Recuperação 

 

 Média 
Desvio  
padrão 

Rank c p-Valor 

HAdV A 1,29 x 104 3,24 x 103  25,1 2,1 2,0 0,016 
B 1,29 x 104 3,86 x 103  29,9 2,2 5,0  
C 1,15 x 104 9,65 x 103  83,9 3,7 11,0  
D 1,15 x 104 4,96 x 103  43,1 10,5 8,0  

         
PP7 A 5,83 x 1010 8,57 x 109  14,7 1,5 8,0 0,459 

B 5,83 x 1010 7,08 x 109  12,1 3,3 4,6 

C 5,13 x 1010 8,33 x 109  16,2 3,9 8,3 

D 5,13 x 1010 6,75 x 109  13,1 1,2 5,0 
HAdV: Adenovírus humano; PP7: Bacteriófago PP7; A: agitação por 30 minutos e leite desnatado 
0,01%; B: agitação por 60 minutos e leite desnatado 0,01%; C: agitação por 30 minutos e leite 
desnatado 0,02%; D: agitação por 60 minutos e leite desnatado 0,02%; a Carga viral inoculada em 
cópias de genoma/500µL; b Carga viral recuperada em cópias de genoma/mL  
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As taxas médias de recuperação de HAdV variaram de 25,1% a 83,9% (Tabela 

1) com diferença significativa entre as condições testadas (p = 0,016). A taxa mais 

elevada de recuperação foi observada na condição C, que utilizou um tempo mais 

curto de agitação em tampão glicina e uma maior concentração final de leite 

desnatado. O teste de comparação múltipla confirmou este resultado, mostrando que 

a condição C foi a variação mais eficaz (Rank = 11,0) do protocolo original (Tabela 1), 

sendo denominado, a partir de então, protocolo otimizado para lodo de esgoto. 

Não foi possível determinar a carga de RVA no inóculo (controle positivo) 

utilizado nos experimentos de otimização do protocolo para lodo de esgoto, o que 

impossibilitou a realização de cálculos e as análises das taxas de recuperação deste 

vírus. 

 

 

6.1.2 Validação do protocolo otimizado para lodo de esgoto 

 

 

Considerando os resultados obtidos no ensaio de qPCR com o cDNA diluído 

(10-1 e 10-2) de todos os concentrados testados, a taxa de recuperação de PP7 variou 

8,0 a 26,6%. Na ETE 1, a taxa média de recuperação de PP7 foi de 9,0% nos 

concentrados obtidos de amostras de lodo ativado coletadas na primeira semana (LAt 

1 e 2), 13,8% na segunda semana (LAt 3 e 4), 9,9% na terceira semana (LAt 5 e 6) e 

23,2% na quarta semana (LAt 7 e 8) do estudo (Figura 13). Em relação à ETE 2, todas 

as amostras de lodo foram obtidas na mesma semana. Nesta estação, a taxa média 

de recuperação de PP7 foi de 26,5% nos concentrados de lodo ativado (LAt 9 e 10), 

23,5% nos concentrados de lodo adensado (LAd 1 e 2) e 18,1% nos concentrados de 

lodo digerido (LD 1 e 2). 

O HAdV foi detectado nos concentrados de lodo de esgoto de ambas as ETEs, 

com carga variando de 1,08 x 104 a 2,56 x 105 cg/mL (Figura 13). Na ETE 1, durante 

as três primeiras semanas do estudo, a carga média de HAdV foi de 4,45 x 104 cg/mL, 

entretanto, na última semana de coleta, a concentração viral aumentou três vezes no 

concentrado lodo ativado 7 (LAt 7 - 1,24 x 105 cg/mL) e seis vezes no concentrado LAt 

8 (2,56 x 105 cg/mL). Em relação à ETE 2, cargas semelhantes de HAdV foram 

detectadas nos concentrados de lodo ativado (LAt 9 a 10 - 1,08 x 104 a 2,67 x 104 

cg/mL) e de lodo digerido (LD 1 a 2 - 2,07 x 104 a 2,71 x 104 cg/mL), enquanto uma 
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concentração dez vezes maior foi observada nos concentrados de lodo adensado 

(LAd 1 a 2 - 1,26 x 105 a 1,65 x 105 cg/mL). 

 

 

Figura 13: Carga de adenovírus e taxa de recuperação do bacteriófago PP7 obtidas em amostras de 
lodo de esgoto ativado, adensado e digerido nas Estações de Tratamento de Esgoto de Juiz de Fora 

e do Rio de Janeiro. cg/mL: cópias de genoma por mililitro; HAdV: adenovírus humano; PP7: bacteriófago PP7; 

LAt: Lodo ativado; LAd: lodo adensado; LD: lodo digerido. ETE: Estação de tratamento de esgoto. 

 

 

A carga de RVA foi detectada somente nos últimos ciclos da qPCR e 

extrapolaram o ponto mais diluídos da curva padrão (5,53 x 100 cg/mL). Estes 

resultados não foram considerados confiáveis e, portanto, foram descartados. 

 

 

6.2 Otimização do protocolo de concentração viral para efluente tratado 

 

 

6.2.1 Avaliação da eficiência das alterações propostas 

 

 

Os experimentos que testaram as quatro variações do protocolo original de 

Calgua e colaboradores (2013a) para efluente tratado (item 5.5.1) mostraram que 
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houve inibição em todos os ensaios de qPCR realizados para os HAdV, quando foi 

utilizado o DNA não diluído. Para RVA e PP7, a carga viral foi estimada pela média 

dos dados obtidos com cDNA não diluídos e na diluição 10-1, já que com a diluição 10-

2 não foi possível detectar o genoma. A análise dos controles negativos mostrou a 

ausência de contaminantes. 

As taxas médias de recuperação de HAdV, RVA e PP7 apresentaram diferença 

significativa entre as condições testadas (A’ - D’), mediante as alterações realizadas 

na etapa de centrifugação e/ou na concentração final de leite desnatado (Tabela 2). 

O teste de comparação múltipla de médias confirmou que a condição D’ (primeira 

centrifugação não realizada e maior concentração leite desnatado) foi a variação mais 

eficaz do protocolo original (Tabela 2), sendo denominado, a partir de então, protocolo 

otimizado para efluente tratado. 

 

 

Tabela 2: Eficiência de recuperação de adenovírus humano, rotavírus do grupo A e bacteriófago PP7 
nas quatro condições de concentração por floculação com leite desnatado, a partir de amostras de 
efluente tratado. 

Vírus Condições 
Carga viral 
Inoculada a 

Carga viral 
Recuperada b 

 
% Recuperação 

 

 Média 
Desvio  
padrão 

Rank c p-Valor 

HAdV A’ 

8,91 x 105 

2,37 x 105  26,5 0,2 1,5 

0,037 
B’ 2,84 x 105  31,9 3,2 4,0 
C’ 4,13 x 105  46,4 1,9 6,5 
D’ 6,22 x 105  69,8 6,0 9,0 

         
RVA A’ 

5,56 x 105 

7,02 x 104  12,6 3,9 2,0 

0,033 
 B’ 1,16 x 105  20,9 5,9 6,0 
 C’ 1,17 x 105  21,0 3,5 6,0 
 D’ 2,70 x 105  48,6 5,0 10,0 
         

PP7 A’ 

4,46 x 107 

6,38 x 106  14,3 1,2 2,0 

0,024 
B’ 1,49 x 107  33,4 8,4 7,5 

C’ 1,14 x 107  25,6 5,6 5,0 

D’ 2,87 x 107  64,3 7,7 10,0 
HAdV: Adenovírus humano; RVA: Rotavírus do grupo A; PP7: Bacteriófago PP7; A’: 1ª centrifugação a 8000 x g 
por 30 minutos à 4ºC e leite desnatado 0,01%; B: 1ª centrifugação não realizada e leite desnatado 0,01%; C: 
centrifugação a 8000 x g por 30 minutos à 4ºC e leite desnatado 0,02%; D: 1ª centrifugação não realizada e leite 
desnatado 0,02%; a Carga viral inoculada em cópias de genoma/500µL; b Carga viral recuperada em cópias de 
genoma/mL. 
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6.2.2 Validação do protocolo otimizado para efluente tratado 

 

 

A taxa média de recuperação de PP7 nos concentrados de efluente tratado foi 

de 24,4% (18 a 30%), considerando os resultados obtidos no ensaio de qPCR com 

cDNA não diluído e a com diluição 10-1. Os HAdV e os RVA foram detectados, 

respectivamente, em 50% (12/24) e em 33,3% (08/24) dos concentrados de efluente 

tratado (Figura 14). Variações aleatórias foram observadas tanto na carga de HAdV 

(2,94 x 103 a 2,89 x 104 cg/mL), quanto na carga de RVA (6,19 x 102 a 1,54 x 104 

cg/mL), ao longo de todo o período de estudo. 

 

 

Figura 14: Carga de adenovírus humano e rotavírus do grupo A e taxa de recuperação do bacteriófago 

PP7 em amostras de efluente tratado obtidas na Estação de Tratamento de Esgoto Barbosa Lage. 

cg/mL: cópias de genoma por mililitro; HAdV: adenovírus humano; RVA: rotavírus do grupo A; PP7: bacteriófago 
PP7.
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6.2.3 Pesquisa de vírus gigantes em amostra de efluente tratado concentrada pelo 

protocolo otimizado 

 

 

O protocolo de concentração viral por floculação com leite desnatado descrito 

para esgoto bruto inviabiliza a pesquisa de vírus gigantes, que em função do maior 

tamanho e peso são eliminados com o sedimento, após a primeira etapa de 

centrigação (8.000 x g por 30 minutos). Como o protocolo de floculação otimizado para 

amostras de efluente tratado (item 5.5) dispensa essa etapa de centrifugação, a 

presença de vírus gigantes foi verificada em uma amostra, para testar a aplicabilidade 

deste método nas pesquisas destes vírus.  

O concentrado não diluído apresentou ECP após 6 dias de inoculação, quando 

comparada ao controle de célula (Figura 15; A e B). Em uma segunda passagem, 

após 24 horas, foi possível observar o mesmo ECP, caracterizado pelo 

arredondamento e lise das amebas, indicando um possível isolado de vírus gigante 

(Figura 15, C e D). 

 

 

 

Figura 15: Efeito citopático observado em A. polyphaga inoculada com amostra de efluente tratado 
concentrada pelo protocolo de floculação com leite desnatado otimizado neste estudo. A – A. polyphaga 
após seis dias de infecção, na primeira passagem. B – A. polyphaga inoculada com PBS, após seis 
dias de cultivo, na primeira passagem. C – A. polyphaga após 24 horas de infecção, na segunda 
passagem. D – A. polyphaga inoculada com PBS, após 24 horas de cultivo, na segunda passagem 
(aumento 40X). 
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Os ensaios de PCR em tempo real, realizados com o material coletado na 

segunda passagem, confirmaram a presença de mimivírus (Figura 16). Os resultados 

positivos observados tanto para o gene que codifica a proteina 1 do capsídeo 

(conservada nas linhagens A, B e C), quanto para o gene que codifica a helicase 

(conservada na linhagem A), sugerem que estes vírus pertencem a linhagem A. Os 

demais ensaios realizados apresentaram resultados negativos para marseillevírus, 

pandoravírus e faustovírus. 

 

 

 

Figura 16: Gráficos obtidos nos ensaios de PCR em tempo real para detecção de mimivírus . A – 
Temperatura de melting e curva de amplificação observada no ensaio de detecção do gene que codifica 
a proteina 1 do capsídeo de mimivírus, conservada nas linhagens A, B e C. B – Temperatura de melting 
e curva de amplificação observada no ensaio de detecção do gene que codifica a helicase, conservada 
em mimivírus da linhagem A. 

 

 

6.3 Monitoramento de adenovírus e rotavírus 

 

 

6.3.1 Avaliação da eficiência do método de concentração 

 

 

No estudo de avaliação da eficiência do método de concentração (item 5.6.1), 

considerando a análise de inibição, a carga de HAdV foi determinada pela média dos 

dados obtidos no ensaio de qPCR com DNA não diluído e diluído (10-1 e 10-2) em 
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P1(esgoto bruto) e P2 (esgoto primário) e com DNA diluído (10-1 e 10-2) em P3 (lodo 

de esgoto) e P4 (efluente tratado). Com relação a RVA e PP7, a carga viral foi obtida 

com cDNA não diluído e diluído em P1 e P2, apenas com as diluições (10-1 e 10-2) em 

P3 e com cDNA não diluído e diluição 10-1 em P4. 

Os percentuais de recuperação de HAdV, RVA e PP7 foram superiores a 30% 

em P1 e P2, ao utilizar o protocolo original descrito por Calgua e colaboradores 

(2013a). Com o mesmo protocolo foram obtidas as menores taxas de recuperação 

para os três vírus em P4. Este resultado motivou o desenvolvimento do estudo de 

otimização do protocolo de concentração viral para amostras de efluente tratado. 

Embora os resultados obtidos com o protocolo otimizado para efluente tratado tenham 

sido mais satisfatórios, não foi possível aplicá-lo às amostras do estudo de 

monitoramento por uma questão de tempo. Em P3, utilizando o protocolo otimizado 

para lodo de esgoto (condição C), a taxa de recuperação de HAdV foi cerca de três 

vezes superior àquelas observadas para RVA e PP7 (Tabela 3). 

 

 

Tabela 3: Eficiência do método de concentração viral na detecção de adenovírus humano, rotavírus do 
grupo A e bacteriófago PP7 nos pontos de coleta avaliados neste estudo.  

Vírus Ponto 
Carga viral 
Inoculada a 

Carga viral 
Recuperada b 

 
% Recuperação 

 

 Média 
Desvio  
padrão 

HAdV 1 

6,64 x 105 

2,61 x 105  39,3 7,4 
 2 3,25 x 105  48,9 8,1 
 3 4,23 x 105  63,7 5,8 
 4 2,83 x 104  4,2 1,6 
       

RVA 1 

2,90 x 105 

1,03 x 105  35,5 6,5 
 2 9,66 x 104  33,3 4,3 
 3 6,35 x 104  21,9 2,9 
 4 1,65 x 104  5,7 2,4 
       

PP7 1 

4,42 x 103 

2,28 x 103  51,5 5,4 
 2 1,34 x 103  30,3 3,3 
 3 1,14 x 103  25,8 4,5 
 4 5,82 x 102  13,1 2,5 

HAdV: adenovírus humano; RVA: rotavírus do grupo A; PP7: bacteriófago 
PP7; a Carga viral inoculada em cópias de genoma/500µL; b Carga viral 
recuperada em cópias de genoma/mL.
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6.3.2 Pesquisa de adenovírus e rotavírus 

 

 

O controle interno (PP7) foi detectado em todos os concentrados avaliados 

(Figuras 17 e 18), com uma taxa média de recuperação de 28,4% no P1 (10,5% a 

53,5%), 30,6% no P2 (12,6% a 61,2%), 34,1% no P3 (13,5% a 66,0%) e 12,4% no P4 

(5,5% a 23,5%).  

O HAdV foi detectado em 85,4% (82/96) dos concentrados obtidos no período 

de janeiro a dezembro de 2014, com carga viral mínima de 3,27 x 102 cg/mL e máxima 

de 2,42 x 106 cg/mL. Altas taxas de positividade de HAdV foram detectadas em todos 

os pontos avaliados neste estudo, sendo de 100% (24/24) no P1, 95,8% (23/24) no 

P2, 70,8% (17/24) no P3 e 75,0% (18/24) no P4. A carga viral se manteve elevada 

nos concentrados de P1 (1,68 x 103 a 5,14 x 105 cg/mL), P2 (6,71 x 102 a 2,42 x 106 

cg/mL) e P3 (2,33 x 103 a 1,74 x 105 cg/mL), com redução significativa (p < 0,001) no 

P4 (3,27 x 102 a 5,03 x 103 cg/mL) (Figura 17). 

A presença de RVA foi detectada em 52,1% (50/96) dos concentrados obtidos 

durante o estudo de monitoramento, com carga viral variando de 7,82 x 102 cg/mL a 

3,65 x 105 cg/mL. A taxa de positividade de RVA foi de 58,3% (14/24) nos 

concentrados de P1, 66,7% (16/24) nos de P2, 45,8% (11/24) nos de P3 e 37,5% 

(09/24) nos de P4. Valores de carga viral mais elevados foram observados nos 

concentrados de P1 (7,82 x 102 a 4,93 x 104 cg/mL), P2 (1,38 x 103 a 3,65 x 105 cg/mL) 

e P3 (3,84 x 103 a 4,54 x 104 cg/mL), com redução significativa (p = 0,004) no P4 (8,61 

x 102 a 1,51 x 104 cg/mL) (Figura 18). 
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Figura 17: Carga de adenovírus humano e taxa de recuperação de PP7 por época e ponto de coleta.  
HAdV: adenovírus humano; PP7: bacteriófago PP7; cg/mL: cópias de genoma por mililitro; P1, P2, P3 e P4: pontos de coleta.
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Figura 18: Carga de rotavírus do grupo A e taxa de recuperação de PP7 por época e ponto de coleta.  
RVA: rotavírus do grupo A; PP7: bacteriófago PP7; cg/mL: cópias de genoma por mililitro; P1, P2, P3 e P4: pontos de coleta.
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As médias mensais de temperatura e pluviosidade registradas em Juiz de Fora, 

durante o período de estudo, confirmaram a ocorrência de dois perfis bem definidos 

(Figura 19). Na época úmida (outubro a abril) foram registradas temperaturas 

superiores a 20°C e o índice de pluviosidade variou de 51,5 a 374,2 mm3. Por outro 

lado, na época seca (maio a setembro) as temperaturas foram inferiores a 20°C e o 

índice de pluviosidade menor que 33,5 mm3. 

 

 

 
Figura 19: Médias mensais de temperatura e pluviosidade registradas em Juiz de Fora no período de 
janeiro a dezembro de 2014. ºC: graus Celsius; mm3: milímetros cúbicos. Fonte: UFJF, 2016. 

 

 

Considerando a distribuição da carga de HAdV por época de coleta, em P1, P2 

e P4, variações aleatórias da carga viral foram observadas durante todo o ano. No P3, 

os HAdV não foram detectados durante 7 coletas consecutivas (março a junho), 

abrangendo meses da época úmida e seca (Figura 17). De modo geral, foi possível 

detectar a presença do genoma de HAdV e determinar a sua carga, tanto na época 

úmida (47/56 = 83,9%) quanto na época seca (35/40 = 87,5%), sem associação entre 

carga de HAdV e época de coleta (p = 0,885). A análise da distribuição da carga de 

RVA por época de coleta mostrou que o maior número de amostras positivas (70% = 

35/50) e as cargas virais mais elevadas foram detectadas durante a época seca (p < 

0,001), indicando a ocorrência de um perfil sazonal (Figura 18). 

A tabela 4 mostra a carga de HAdV e RVA detectada nos diferentes pontos de 

coleta, considerando o tipo de amostras obtidas. Embora tenha sido planejado coletar 

apenas amostras do tipo composta em P1, P2 e P4, por questões operacionais foi 
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possível obtê-las em 79,2% (19/24) das coletas em P1 e P4 e em 50% (12/24) das 

coletas em P2. Em P3, todas as amostras obtidas foram do tipo simples, como 

proposto incialmente. O HAdV foi detectado tanto em amostras compostas (46/50 = 

92,0%), quanto em amostras simples (36/46 = 78,3%). O mesmo padrão foi verificado 

para RVA, detectado em 50,0% (28/56) das amostras compostas e 47,8% (22/46) das 

amostras simples. A análise estatística mostrou que não houve associação entre o 

tipo de amostra e a carga viral, tanto para HAdV (p = 0,567), quanto para RVA (p = 

0,355). 

 

 

Tabela 4: Taxa de positividade e carga de adenovírus humano e rotavírus do grupo A detectadas por 
tipo de amostra nos quatro pontos de coleta. 

cg/mL: cópias de genoma por mililitro; P1 a P4: pontos de coleta 

Vírus 
Ponto de 

coleta 
Tipo de 
amostra 

Positividade  Carga viral (cg/mL) 

%(Positivas/Total) Mínima Máxima 

Adenovírus 
humano 

P1 Composta 100,0% (19/19) 3,61 x 103 5,14 x 105 
Simples 100,0% (05/05) 1,68 x 103 3,84 x 105 

     
P2 Composta 100,0% (12/12) 6,71 x 102 3,78 x 105 

Simples 91,7% (11/12) 1,89 x 103 2,46 x 106 
     

P3 Composta - - - 
Simples 70,8 % (17/24) 2,33 x 103 1,74 x 105 

     
P4 Composta 78,9% (15/19) 2,37 x 102 5,03 x 103 

Simples 60,0% (03/05) 7,46 x 102 2,41 x 103 
      
Rotavírus 
do grupo A 

P1 Composta 63,1% (12/19) 7,82 x 102 4,23 x 104 

Simples 40,0% (02/05) 1,39 x 103 4,93 x 103 

     

P2 Composta 66,7% (08/12) 1,38 x 103 3,65 x 105 

Simples 66,7% (08/12) 1,54 x 103 6,10 x 104 

     

P3 Composta - - - 

Simples 45,8 % (11/24) 3,84 x 103 4,54 x 104 

     

P4 Composta 42,1% (08/19) 8,16 x 102 1,51 x 104 

Simples 20,0% (01/05) 1,83 x 103 - 
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6.3.3 Caracterização molecular das amostras de adenovírus e rotavírus 

 

 

As sequências parciais do gene que codifica o hexon foram obtidas para 12 

amostras positivas para HAdV. Essas sequências foram comparadas com sequências 

disponíveis no banco de dados do GenBank, considerando representantes das sete 

espécies de HAdV (A a G). A análise filogenética mostrou que as amostras 

caracterizadas neste estudo pertencem à espécie F tipo 41 (Figura 20), apresentando 

elevada identidade nucleotídica entre si (99,98 a 100%). O mesmo foi observado ao 

comparar estas amostras de HAdV com aquelas detectadas em estudos clínicos 

(99,97 a 100%) e ambientais (99,95 a 100%). 

A análise filogenética da sequência nucleotídica parcial do gene que codifica a 

proteína VP6 confirmou a presença de RVA em outras 12 amostras da ETE Barbosa 

Lage, submetidas ao sequenciamento. As sequências obtidas foram comparadas com 

aquelas disponíveis no Genbank, considerando representantes dos 16 genótipos I de 

RVA. Todas as amostras caracterizadas neste estudo pertencem ao genótipo I1 

(Figura 21), com valores de identidade nucleotídica variando de 99,88 a 100%. 

Valores semelhantes de identidade foram observados ao comparar as amostras deste 

estudo com outras amostras de RVA de origem clínica (99,58 a 99,97%) e ambiental 

(98,98 a 99,98%), pertencentes ao genótipo I1.
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Figura 20: Dendograma filogenético baseado nas sequências nucleotídicas parciais do gene que 
codifica o hexon em amostras de adenovírus humanos (HAdV). As sequências obtidas neste estudo 
foram marcadas com um círculo preto e o controle positivo, com um quadrado branco. O número de 
acesso no GenBank foi informado para todas as sequências. Apenas valores de bootstrap maiores que 
80% foram informados. 
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Figura 21: Dendograma filogenético baseado nas sequências nucleotídicas parciais do gene que 
codifica a proteína VP6 em amostras de rotavírus do grupo A (RVA). As sequências obtidas neste 
estudo foram marcadas com um círculo preto e o controle positivo, com um quadrado branco. O número 
de acesso no GenBank foi informado para todas as sequências. No clado do genótipo I1, todas as 
sequências foram designadas de acordo com a nova nomenclatura proposta por Matthijnssens e 
colaboradores (2011). Apenas valores de bootstrap maiores que 80% foram informados. Uma 
sequência de rotavírus do grupo C (RVC) foi utilizada como grupo externo. 
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6.3.4 Viabilidade das partículas de adenovírus em cultivo de células  

 

 

Na tentativa de reduzir a quantidade de leite no concentrado de efluente tratado 

e substituir o tampão fosfato utilizado no protocolo de floculação orgânica, todos os 

concentrados de efluente tratado foram homogeneizados, centrifugados e suspensos 

em PBS 1X. A solução final obtida de concentrado viral (diluição 1:2) foi dividida em 

alíquotas e testada nos ensaios de citotoxicidade. O processo de retirada do 

sedimento de leite e do tampão fosfato, seguida da inativação viral foi eficiente para 

eliminar o efeito citotóxico, observado, anteriormente, quando as células foram 

infectadas com o concentrado viral original (dados não mostrados). Em paralelo, 

alíquotas não inativadas de concentrado viral (diluição 1:2) foram utilizadas nos 

ensaios de viabilidade de HAdV. 

Na primeira passagem, não foram observadas alterações morfológicas nas 

células A549 e HEK293 inoculadas com os concentrados de efluente tratado, quando 

comparadas ao controle de célula e ao controle de vírus (dados não mostrados). 

Na segunda passagem, o ECP foi observado em células A549, com 

arredondamento das células e formação de grumos, que tendem a se soltar da 

monocamada celular (Figura 22). A intensidade do efeito variou entre os concentrados 

testados, sendo mais discreta em uns e mais pronunciada em outros. Efeito 

semelhante foi observado no controle viral e não foi observado ECP em células não 

infectadas. 

O ECP foi observado, também, na segunda passagem em células HEK293, 

onde foram observadas placas de lise, apresentando um aspecto de teia, com 

posterior desprendimento das células (Figura 23) e formação de grumos.
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Figura 22: Efeito citopático observado após a segunda passagem do concentrado de efluente tratado 
em células A549. A – Controle positivo (diluições 10-2 e 10-4). B – Controle de células. C – Efluente 
tratado. Aumento de 4x. Áreas escuras correspondem a acúmulos de células soltas, formando grumos. 

 
 

Figura 23: Efeito citopático observado após a segunda passagem do concentrado de efluente tratado 
em células HEK293. A – Controle positivo (diluição 10-2). B – Controle de célula. C – Efluente tratado. 
Aumentos de 4x, 10x e 20x. São observadas placas de lise, com aspecto de teia. 
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A presença de partículas virais infecciosas foi confirmada em 12 dos 16 

concentrados de efluente tratado obtidos em 2014, que apresentaram um aumento de 

até três unidades logarítmicas na carga viral, após a segunda passagem em células 

A549 (Tabela 5). Apenas em quatro concentrados não foi possível determinar a carga 

viral, após o cultivo. 

 

 

Tabela 5: Carga de adenovírus humano detectada nos concentrados de efluente tratado antes e após 
o cultivo celular. 

Concentrado de efluente tratado 
Carga de adenovírus humano (cg/mL) 

Antes do cultivo celular Após segunda passagem 

8 2,41 x 103 1,42 x 104 

12 1,61 x 103 3,49 x 104 

16 7,46 x 102 5,41 x 104 

28 3,91 x 102 1,46 x 104 

36 3,35 x 102 Indeterminada 

40 3,27 x 102 1,17 x 105 

44 7,28 x 102 2,77 x 104 

48 1,56 x 103 1,48 x 104 

52 8,75 x 102 Indeterminada 

64 7,42 x 102 2,27 x 105 

68 1,97 x 103 2,33 x 104 

72 5,55 x 102 8,69 x 104 

76 6,61 x 102 Indeterminada 

80 9,67 x 102 5,63 x 104 

88 4,08 x 102 3,51 x 105 

92 1,13 x 103 Indeterminada 

Controle de vírus - 6,08 x 108 
cg/mL: cópias de genoma por mililitro. 

 

 

6.3.5 Análise dos parâmetros físico-químicos e microbiológico 

 

 

Foram avaliados os valores médios ± desvio padrão, valores mínimo e máximo 

de demanda bioquímica de oxigênio (DBO), demanda química de oxigênio (DQO), 

óleos e graxas, pH, sólidos sedimentáveis (SS) e sólidos suspensos totais (SST), 

obtidos em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente tratado (P4) (Tabela 6). 
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Tabela 6: Valores médios ± desvio padrão, valores mínimo e máximo dos parâmetros físico-químicos 
analisados em amostras de esgoto bruto e efluente tratado, no período de janeiro a dezembro de 2014. 

Parâmetros 

P1 – Esgoto Bruto P4 – Efluente Tratado 

Média ± desvio 

(Mínimo – Máximo) 

Média ± desvio 

(Mínimo – Máximo) 

Demanda bioquímica de oxigênio (mg/L) 217,3 ± 114,0 

(77,0 – 489,0) 

52,3 ± 63,0 

(11,0 – 317,0) 

Demanda química de oxigênio (mg/L) 441,0 ± 243,6 

(45,0 – 1.000,0) 

89,5 ± 60,9 

(3,0 – 250,0) 

Óleos e graxas (mg/L) 1124,0 ± 4091,9 

(19,0 – 20.130,0) 

113,1 ± 157,7 

(0,62 – 670,0) 

pH 7,4 ± 0,4 

(6,8 – 8,7) 

7,4 ± 0,4 

(6,4 – 8,0) 

Sólidos sedimentáveis (mL/L) 4,7 ± 2,5 

(2,5 – 12,0) 

2,9 ± 3,2 

(0,5 – 12,0) 

Sólidos suspensos totais (mg/L) 193,8 ± 84,8 

(84,0 – 451,5) 

46,5 ± 42,4 

(10,0 – 153,0) 

mg/L: miligramas por mililitro; mL/L: mililitros por litro. 

 

 

Os valores de demanda bioquímica de oxigênio (DBO) e demanda química de 

oxigênio (DQO) (Figura 24) apresentaram maior oscilação entre as amostras de 

esgoto bruto (P1) quando comparados com aqueles observados nas amostras de 

efluente tratado (P4). Valores superiores ao limite fixado para DBO (< 60mg/L) e DQO 

(< 180mg/L) foram encontrados, respectivamente, em cinco e em duas amostras de 

P4. Na maioria nas amostras de efluente tratado foi observada uma relação DQO/DBO 

maior que 2,5, indicando que o tratamento foi eficiente na degradação de matéria 

orgânica após o tratamento. Em geral, o tratamento de esgoto por lodo ativado 

apresentou uma média anual de remoção significativa de 77,2% de DBO e 76,9% de 

DQO (p < 0,001 [ambos os casos]), resultados superiores às metas definidas pela 

legislação, que correspondem, respectivamente, a 70% e 65%. 
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Figura 24: Valores de demanda bioquímica de oxigênio (DBO) e demanda química de oxigênio (DQO) 
em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente tratado (P4), no período de janeiro a dezembro de 2014. 
VL: Valor limite estabelecido pela legislação; mg/L: miligramas por litro. Nos meses de julho e setembro os dados 
não foram disponibilizados pela Cesama. 
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No que diz respeito ao parâmetro óleos e graxas, observou-se grandes 

oscilações em P1 e P4, com valores extremamente elevados em algumas coletas 

(Figura 25). Embora esses valores tenham sido reduzidos, significativamente, após o 

tratamento (p < 0,001), 41,7% (10/24) das amostras de P4 excederam o padrão 

exigido (< 100 mg/L) para lançamento de efluentes tratados em um corpo d’água 

receptor. 

 

 

Figura 25: Valores de óleos e graxas em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente tratado (P4), no 
período de janeiro a dezembro de 2014. * VL: Valor limite estabelecido pela legislação; *1 mg/L: miligramas por 
litro.
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Os valores de pH apresentaram discretas variações entre os pontos avaliados 

neste estudo (Figura 26), não tendo sido verificada uma alteração significativa nestes 

valores após o tratamento (p = 0,337). Todas as amostras encontraram-se dentro do 

limite estabelecido para pH (6 a 9), apresentando um valor médio de 7,4 nas amostras 

de P1 e P4. 

 

 

Figura 26: Valores de pH em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente tratado (P4), no período de 
janeiro a dezembro de 2014. * VL: Valor limite estabelecido pela legislação.
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O parâmetro sólidos sedimentáveis (SS) apresentou alterações ao longo das 

coletas, em ambos os pontos avaliados, tendo sido observado que os valores de P4 

excederam os valores de P1, em algumas coletas (Figura 27). O tratamento resultou 

em remoção significativa de SS (p = 0,027), garantindo a adequação de 54,2% (13/24) 

das amostras de P4 aos padrões exigidos para este parâmetro (< 1 mL/L). 

 

 

 
Figura 27: Valores de sólidos sedimentáveis (SS) em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente tratado 
(P4), no período de janeiro a dezembro de 2014. * VL: Valor limite estabelecido pela legislação; *1 mL/L: 
mililitro por litro.
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Em relação ao parâmetro sólidos suspensos totais (SST) (Figura 28), foi 

possível observar uma redução significativa (p = 0,002) destes valores após o 

tratamento em todas as coletas, resultando na adequação de 83,3% (20/24) das 

amostras de P4 ao limite fixado pela legislação (< 100 mg/L). 

 

 

Figura 28: Valores de sólidos suspensos totais (SST) em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente 
tratado (P4), no período de janeiro a dezembro de 2014. * VL: Valor limite estabelecido pela legislação; 
*1 mg/L: miligramas por litro 

 

 

Em geral, o tratamento de esgoto permitiu a adequação da maioria das 

amostras de efluente aos limites estabelecidos na legislação para os parâmetros 

físico-químicos. No entanto, a presença de HAdV e RVA foi observada tanto nas 

amostras de efluente tratado que estavam de acordo com os padrões, quanto 

naquelas que excederam os mesmos, com ausência de associação entre a detecção 

viral e a adequação do efluente aos parâmetros físico-químicos (Tabela 7). Essa 

avaliação não foi realizada para pH, visto que todas as amostras estavam dentro do 

limite estabelecido. 

Ao avaliar todas as amostras de esgoto (P1, P2, P3 e P4), independente da 

etapa de tratamento realizada, a análise quantitativa apontou a existência de 

correlações positivas entre a carga viral e os parâmetros DQO, SS e SST (Tabela 7).
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Tabela 7: Resultados das análises qualitativa e quantitativa realizadas entre a carga viral e os 
parâmetros físico-químicos. 

Parâmetros físico-químicos 
Análise qualitativa  Análise quantitativa 

HAdV  RVA  HAdV  RVA 

Demanda bioquímica de oxigênio p = 0,869  p = 0,962  p = 0,386 
r = 0,134 

 p = 0,585  
r = 0,085 

        
Demanda química de oxigênio p = 0,936  p = 0,494  p = 0,002* 

r = 0,449*1 
 p < 0,001  

r = 0,450  
        
Óleos e graxas p = 0,633  p = 0,831  p = 0,930  

r = - 0,013 
 p = 0,571  

r = - 0,084 
        
pH -  -  p = 0,556 

r = - 0,087 
 p = 0,608 

r = - 0,076 
        
Sólidos sedimentáveis p = 0,594  p = 0,665  p = 0,027 

r = 0,318 
 p = 0,305 

r = 0,151 
        
Sólidos suspensos totais p = 0,584  p = 0,784  p = 0,002 

r = 0,443 
 p = 0,010 

r = 0,367 
*Valor de p < 0,05, considerado significativo; *1r: coeficiente de correlação de Pearson; HAdV: 
adenovírus humano; RVA: rotavírus do grupo A. 

 

 

No que diz respeito ao parâmetro microbiológico, a contagem de coliformes 

termotolerantes em P1 variou de 4,6 x 106 a 1,8 x 107 NMP/100mL, enquanto em P4 

a variação foi de 1,0 x 104 a 8,7 x 105 NMP/100mL (Figura 29). Estes resultados 

mostraram que o tratamento de esgoto por lodo ativado reduziu a contagem de 

coliformes em duas unidades logarítmicas, com eficiência média de remoção de 

97,9% (p = 0,005). No entanto, todas as amostras de efluente tratado excederam os 

padrões considerados adequados (1000NMP/100mL) para o seu lançamento no Rio 

Paraibuna. A contagem de coliformes termotolerantes e a carga de HAdV e RVA 

variaram, aleatoriamente, nas amostras de P1 e P4, tendo sido observada a ausência 

de correlação entre essas duas variáveis, tanto para HAdV (r = 0,248; p = 0,292), 

quanto para RVA (r = 0,344; p = 0,138).
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Figura 29: Contagem de coliformes termotolerantes e carga de adenovírus humano e rotavírus do grupo A obtidas em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente 
tratado (P4), no período de janeiro a dezembro de 2014. cg/mL: cópias de genoma por mililitro; NMP/100mL: número mais que provável por 100 mililitros. Nos meses de 
março e abril os dados não foram disponibilizados pela Cesama.
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7 DISCUSSÃO 

 

 

7.1 Otimização do protocolo de concentração viral para lodo de esgoto e 

efluente tratado 

 

 

O tratamento e a disposição final do lodo de esgoto e do efluente tratado são 

etapas essenciais no gerenciamento de uma ETE, principalmente, considerando o 

grande incentivo à utilização do lodo na agricultura e à reutilização de águas 

residuárias, tanto sob o aspecto ambiental, quanto econômico (SINGH e AGRAWAL, 

2008; WANG et al., 2008; ROSARIO et al., 2009). Por outro lado, o reconhecimento 

da presença de patógenos virais humanos entéricos capazes de resistir aos processos 

de tratamento (VIAU e PECCIA, 2009; WONG et al., 2010; PRADO et al., 2014) é 

preocupante, pois o retorno destes subprodutos ao solo e/ou aos corpos d’água pode 

conferir risco de contaminação ambiental, com potenciais implicações para a saúde 

pública. Diante da necessidade de se estabelecer um manejo seguro para o lodo de 

esgoto e o efluente tratado, mais estudos de monitoramento viral nestas matrizes 

precisam ser desenvolvidos e impulsionados. 

Nos dois estudos de otimização, a utilização de um controle interno (PP7) 

permitiu o monitoramento das etapas envolvidas na concentração e detecção viral, 

confirmando a ausência de resultados falso negativos, como observado em estudos 

anteriores (MORALES-MORALES et al., 2003; RAJAL et al., 2007a,b, PRADO et al., 

2013; FUMIAN et al., 2013). Em geral, as taxas de recuperação de PP7 e RVA foram 

menores do que a observada para HAdV, o que provavelmente está relacionado com 

a menor estabilidade do RNA genômico de PP7e RVA e com as perdas associadas à 

etapa de síntese de cDNA. 

A diluição do ácido nucleico, antes da etapa de amplificação, garantiu 

resultados mais robustos na quantificação viral, corroborando outros estudos 

(GIRONES et al., 2010; CALGUA et al., 2013a,b; PRADO et al., 2013). Nos 

experimentos realizados com lodo de esgoto, a presença de inibidores potenciais da 

qPCR foi evidenciada nas amostras não diluídas, tanto para o vírus de DNA, quanto 

para os vírus de RNA. Tal fato reflete a composição do lodo, que tende a apresentar 
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maior concentração de substâncias inibidoras, exigindo a utilização de amostras 

diluídas (10-1 and 10-2) para a obtenção de valores mais precisos de quantificação viral 

(ROCK et al., 2010). O mesmo perfil foi observado nas amostras de efluente tratado 

para o vírus de DNA, enquanto os vírus de RNA foram quantificados apenas nas 

amostras não diluídas e em sua menor diluição (10-1). É provável que essa diferença 

seja atribuída à menor carga viral presente no efluente tratado, que pode ter sido 

influenciada pela diluição realizada na etapa de síntese de cDNA. 

Nos estudos já realizados com lodo, várias técnicas de concentração viral foram 

utilizadas, algumas adaptadas de metodologias desenvolvidas para esgoto bruto e 

tratado (SANO et al., 2003; GUZMÁN et al., 2007; SCHLINDWEIN et al., 2010; 

CALGUA et al., 2013a; MYRMEL et al., 2015). A maioria dessas técnicas requer 

insumos mais caros e/ou infraestrutura laboratorial mais sofisticada (KATAYAMA et 

al., 2008; FUMIAN et al., 2010; FUMIAN et al., 2013; PRADO et al., 2011). 

Neste estudo (itens 5.4 e 6.1), alterações foram propostas no método de 

floculação orgânica (CALGUA et al., 2013a), considerando a importância de se dispor 

de uma técnica economicamente mais acessível para estudos no lodo. Sabendo que 

essa matriz apresenta alta concentração de matéria orgânica e cargas virais mais 

elevadas do que o esgoto bruto (PRADO et al., 2014), inicialmente, as amostras de 

lodo foram diluídas em um volume maior de tampão. Essa modificação foi realizada 

com intuito de facilitar a eluição das partículas virais adsorvidas aos sólidos 

suspensos, além de reduzir a concentração de inibidores presentes na amostra 

(ROCK et al., 2010). 

A alteração no tempo de agitação foi realizada considerando que um período 

mais prolongado poderia favorecer a liberação de um número maior de partículas e, 

consequentemente, um aumento na taxa de recuperação viral. No entanto, os 

resultados mostraram que o maior tempo de agitação não resultou em um efeito 

positivo. É provável que a maior exposição ao tampão básico (pH 9,5), tenha afetado 

a integridade das partículas virais, reduzindo a eficiência do processo de 

concentração. 

A modificação na concentração de leite desnatado foi testada, levando em 

conta que uma quantidade maior de partículas virais poderiam ser adsorvidas na 

presença de mais flocos. Os resultados obtidos no estudo mostraram que o aumento 

na concentração do leite desnatado aumentou a eficiência de recuperação, 

independentemente do período de agitação. 



108 

 

A análise geral das alterações propostas nesta primeira etapa do estudo 

apontou a condição C como a melhor estratégia de concentração de HAdV em 

amostras de lodo, garantindo uma elevada taxa de recuperação viral (83,9%). Esse 

resultado merece destaque quando comparado com as taxas de recuperação 

observadas em estudos realizados com técnicas mais onerosas, como a 

ultracentrifugação (7,3%) e a eluição com extrato de carne (4,2%) (PRADO et al., 

2014). Outras metodologias já foram utilizadas em pesquisas de agentes virais no 

lodo, dentre elas a descrita pela Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos 

(United States Environmental Protection Agency - USEPA, 2003), a precipitação por 

polietilenoglicol (LEWIS e METCALF, 1988) e a eluição enzimática (SANO et al., 

2003). No entanto, a maioria desses estudos não disponibiliza informações sobre a 

taxa de recuperação viral, o que impossibilita comparações de eficiência com o 

método utilizado neste trabalho. 

Inicialmente, a técnica de floculação orgânica com leite desnatado foi proposta 

para a concentração de HAdV em água do mar artificial e natural, com uma taxa média 

de recuperação de 52% e 49%, respectivamente (CALGUA et al., 2008). A seguir, a 

técnica foi adaptada para amostras de esgoto bruto (CALGUA et al., 2013a) e água 

doce (CALGUA et al., 2013b), com taxas de recuperação de HAdV variando de 30 a 

95% e 22 a 29%, respectivamente. Logo, a eficiência do protocolo otimizado neste 

estudo, também, se destaca por superar ou estar próxima daquelas observadas em 

pesquisas realizadas com outras matrizes aquáticas, demonstrando a flexibilidade do 

protocolo de floculação orgânica. 

A eficiência do protocolo otimizado foi confirmada no estudo de campo 

realizado com diferentes tipos de lodo de esgoto (itens 5.4.2 e 6.1.2), mostrando que 

todos os concentrados avaliados estavam naturalmente contaminados com HAdV. Na 

ETE de Juiz de Fora, foi observada uma maior quantidade de cópias de genoma de 

HAdV nos concentrados obtidos na quarta semana de coleta. Esses resultados podem 

refletir uma maior prevalência da infecção por HAdV ou um efeito da diluição de 

inibidores, pelo grande volume de chuva coletado junto com o esgoto. Segundo dados 

oficiais da Defesa Civil do município de Juiz de Fora, nos três dias que antecederam 

a quarta semana de coleta foram registrados 60 mm3 de chuva, após um período de 

estiagem de 28 dias. De maneira semelhante ao observado para HAdV, as maiores 

taxas de recuperação de PP7, também, foram registradas na quarta semana de coleta, 
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reforçando a hipótese da diluição de inibidores pelo volume de chuva, como descrito 

em estudo anterior realizado em Manaus (MIAGOSTOVICH et al., 2008). 

O protocolo otimizado também permitiu a detecção de HAdV nos concentrados 

de lodo ativado obtidos na ETE do Rio de Janeiro. As menores cargas detectadas 

nesta planta devem ser interpretadas com cautela, pois a mesma foi monitorada em 

uma única semana. Embora, as duas ETEs avaliadas utilizem o mesmo processo de 

tratamento, o lodo ativado gerado em cada estação de tratamento pode apresentar 

características distintas, atribuídas às particularidades da composição e ao volume do 

esgoto bruto a ser tratado (VON SPERLING, 2014). 

O estudo mostrou que o protocolo otimizado possibilitou a detecção de HAdV, 

também, em lodo de esgoto adensado e digerido. Tais tipos de lodo são considerados 

de maior complexidade, tendo em vista a adição de polieletrólitos e o processo de 

estabilização por digestão, que tendem a tornar a detecção viral mais difícil. De fato, 

neste trabalho foi observada uma redução de cerca de uma unidade logarítmica na 

carga de HAdV detectada nos concentrados de lodo adensado, quando comparada 

com o lodo digerido. Resultado semelhante foi descrito, anteriormente, para 

enterovírus (MONPOEHO et al., 2004), mostrando que o processo de digestão está 

associado a uma redução da carga viral. As variações observadas na recuperação de 

PP7 na ETE do Rio de Janeiro, provavelmente, refletem as características distintas 

das amostras de lodo ativado, adensado e digerido.  

A recuperação de PP7 pode indicar a provável utilidade deste protocolo para 

detecção de outros vírus entéricos humanos de RNA. No entanto, estudos futuros 

devem ser conduzidos para uma melhor avaliação sobre a taxa de detecção dos 

mesmos. 

Em relação ao efluente tratado, as baixas taxas de recuperação viral 

observadas no estudo de monitoramento, quando se utilizou a técnica de 

concentração descrita para esgoto bruto (CALGUA et al., 2013a), motivou o estudo 

de otimização do protocolo original, buscando melhorar os resultados obtidos nesta 

matriz (itens 5.5 e 6.2). 

A primeira modificação avaliou a necessidade de centrifugação da amostra de 

efluente tratado, no estágio inicial do processo de concentração. De fato, observou-se 

que a não realização desta etapa aumentou as taxas de recuperação dos três vírus 

pesquisados (HAdV, RVA e PP7). Como as partículas virais que persistem no efluente 

tratado tendem a estar associadas a pequenos materiais coloidais (TEMPLETON et 
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al., 2008; OKOH et al., 2010), é provável que a centrifugação contribua para a perda 

destas partículas, eliminando-as juntamente com o sedimento. Os resultados 

indicaram que a primeira centrifugação pode ser dispensada, pois o baixo teor de 

sólidos em suspensão presentes nestas amostras não afetou as etapas seguintes do 

protocolo de concentração. Além disso, a presença destes sólidos pode favorecer a 

adsorção das partículas virais (TEMPLETON et al., 2008; OKOH et al., 2010) e, 

consequentemente, a sua recuperação no final do processo. 

A segunda alteração foi realizada para avaliar o efeito da concentração final de 

leite desnatado na eficiência do protocolo. Como observado com as amostras de lodo, 

anteriormente, a solução mais concentrada de leite desnatado favoreceu a adsorção 

de um número maior de partículas virais, aumentando a taxa de recuperação de 

HAdV, RVA e PP7, principalmente, quando a centrifugação não foi realizada. Esse 

resultado é importante, pois aumenta a chance de detecção destes patógenos, 

especialmente, quando se considera a menor carga viral observada em amostras de 

efluente tratado (FUMIAN et al., 2011, 2013). 

Na análise conjunta das alterações, a condição D’ foi a estratégia mais eficiente 

de concentração viral, permitindo as maiores taxas de recuperação de HAdV (69,8%), 

RVA (48,6%) e PP7 (64,3%). Uma busca extensiva na literatura mostrou que HAdV e 

RVA já foram pesquisados em amostras de efluente tratado usando diferentes 

técnicas de concentração viral, tais como ultracentrifugação (FUMIAN et al., 2011, 

2013), adsorção e eluição em membrana carregada negativamente (KATAYAMA et 

al., 2008; FERREIRA et al., 2009; FONG et al., 2010; HATA et al., 2013; PRADO et 

al., 2011; KITAJIMA et al., 2014; ADEFISOYE et al., 2016) e precipitação por 

polietilenoglicol (AW e GIN, 2010; MYRMEL et al., 2015), que pode ser precedida de 

eluição com extrato de carne (BOFILL-MAS et al., 2006; SDIRI-LOULIZI et al., 2010; 

HASSINE-ZAAFRANE et al., 2015). Dentre todos estes estudos, a recuperação de 

HAdV foi descrita apenas por Boffil-Mas e colaboradores (2006), com taxas de 

eficiência variando de 2 a 25%, um resultado bem inferior ao observado neste estudo. 

Outras comparações entre a eficiência do protocolo otimizado para efluente tratado e 

os demais métodos de concentração viral não foram possíveis, devido a inexistência 

de dados sobre as taxas de recuperação de HAdV e RVA nestes estudos. 

A eficiência do protocolo otimizado para efluente tratado foi confirmada no 

estudo de campo realizado com amostras coletadas em 2015, na ETE de Juiz de Fora. 

A carga de HAdV foi semelhante àquela observada em estudos de monitoramento 
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realizados no Brasil (PRADO et al., 2011; FUMIAN et al., 2013), no Japão (HATA et 

al., 2013) e na Espanha (BOFILL-MAS et al., 2006) que, no entanto, utilizaram 

metodologias de concentração viral de alto custo. Por outro lado, com relação aos 

RVA, tanto o percentual de positividade, quanto a carga viral foram menores quando 

comparados com estudos anteriores (FUMIAN et al., 2011; PRADO et al., 2011; 

KITAJIMA et al., 2014; HASSINE-ZAAFRANE et al., 2015). Além das diferenças nos 

métodos de concentração utilizados, essa variação observada na carga de RVA pode 

refletir a circulação destes vírus nas populações testadas. 

A presença de vírus gigantes na amostra de efluente tratado, concentrada pelo 

protocolo otimizado, mostrou que o mesmo pode ser aplicado com sucesso, também, 

nas pesquisas destes vírus (itens 5.5.3 e 6.2.3). Esse resultado merece destaque, 

visto que a maioria dos métodos de concentração inviabiliza a detecção de alguns 

vírus gigantes, como os mimivírus e os marseillevírus, que são eliminados junto com 

o sedimento, após centrifugação a 3.000 x g por cinco minutos. Outra característica 

da concentração por floculação orgânica que torna o protocolo otimizado adequado à 

pesquisa é o fato do mesmo não envolver etapa de filtração, considerada como o 

principal impedimento para o isolamento viral, já que a maior parte dos vírus gigantes 

ficam retidos em poros de 0,2 μm (LA SCOLA et al., 2003). 

A técnica de floculação orgânica é mais rápida, fácil e econômica, quando 

comparada com as demais técnicas utilizadas para concentração viral em efluente 

tratado. Os resultados satisfatórios observados neste estudo indicaram que o 

protocolo otimizado para efluente tratado é uma alternativa promissora, não apenas 

para a detecção vírus menores como HAdV e RVA, mas também para pesquisa de 

vírus gigantes. Tal fato mostra o potencial de utilização deste protocolo em pesquisas 

de prospecção destes últimos, principalmente, considerando o grande repertório 

genético dos mesmos, ainda não totalmente explorado. Desde o primeiro relato de 

isolamento de mimivírus (LA SCOLA et al., 2003), muitos vírus gigantes já foram 

detectados em diferentes tipos de amostras ambientais, bem como em amostras 

clínicas (LA SCOLA et al., 2008; ARSLAN et al., 2011; SAADI et al., 2013; CAMPOS 

et al., 2014; DORNAS et al., 2014a; SCHEID et al., 2014; ANDRADE et al., 2015; 

RETENO et al., 2015). A maioria destes estudos tem demonstrado um alto percentual 

de positividade de vírus gigantes em amostras de solo, água e esgoto, destacando a 

sua ubiquidade no ambiente (PAGNIER et al., 2013; CAMPOS et al., 2014; DORNAS 

et al., 2014a,b; RETENO et al., 2015). 
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Os ECP de arredondamento e lise de amebas, observados após o cultivo da 

amostra, são bem característicos e já foram descritos para todos os vírus gigantes 

que parasitam amebas do gênero Acanthamoeba spp. (PAGNIER et al., 2013; 

CAMPOS et al., 2014; RETENO et al., 2015). Os resultados positivos observados nas 

reações de qPCR, utilizando alvos distintos, indicaram que o mimivírus detectado 

neste estudo, provavelmente, pertence à linhagem A, a mais frequente encontrada 

nos estudos brasileiros (DORNAS et al., 2014a,b; ANDRADE et al., 2015). A detecção 

de mimivírus no efluente tratado mostrou que estes vírus também podem resistir ao 

processo de tratamento de esgoto por lodo ativado, como observado em um estudo 

realizado na Lagoa da Pampulha, em Belo Horizonte. Neste estudo, os mimivírus 

foram detectados em 44% das amostras avaliadas, sugerindo que nem mesmo um 

processo químico pode ser suficiente para eliminar esses vírus da água (DORNAS et 

al., 2015). 

 

 

7.2 Monitoramento de adenovírus e rotavírus 

 

 

Os estudos de monitoramento de vírus entéricos em ETEs são fundamentais 

para avaliar a circulação destes patógenos no ambiente e na população (BOSCH et 

al., 2008; AW e GIN, 2010; FUMIAN et al., 2011). Além disso, estes estudos podem 

gerar informações sobre o desempenho dos processos de tratamento de esgoto na 

remoção de vírus, principalmente, considerando que o tratamento secundário, 

predominantemente utilizado nos municípios brasileiros, não garante a completa 

eliminação de patógenos (GERBA e PEPPER, 2014). No que diz respeito aos vírus 

entéricos, vários trabalhos já descreveram a sua resistência aos processos de 

tratamento de esgoto (FONG et al., 2010; FUMIAN et al., 2010; PRADO et al., 2011) 

e a ausência de associação entre estes vírus e os indicadores bacterianos utilizados 

para monitorar a qualidade microbiológica da água (MORESCO et al., 2012; VIEIRA 

et al., 2012; ASSIS et al., 2015). Esta realidade é preocupante, pois o retorno do lodo 

e/ou do efluente à natureza, ainda que tratado, pode resultar na introdução destes 

patógenos humanos nos corpos de água superficiais e/ou no solo, contribuindo para 

a contaminação ambiental. 
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No estudo de avaliação da eficiência do método de concentração (itens 5.6.1 e 

6.3.1), a combinação desses protocolos com técnicas moleculares de detecção 

permitiu a recuperação de HAdV, RVA e PP7 nas diferentes etapas do tratamento de 

esgoto. O protocolo de floculação orgânica descrito para amostras de esgoto bruto 

(CALGUA et al., 2013a) apresentou resultados satisfatórios (taxa de recuperação viral 

> 30%) quando aplicado em amostras de esgoto bruto (P1) e primário (P2). Por outro 

lado, ao concentrar amostras de efluente tratado (P4) com este mesmo protocolo 

foram observadas baixas taxas de recuperação para HAdV (4,2%), RVA (5,7%) e PP7 

(13,1%). Esse resultado pode ser explicado pela maior fragilidade do sedimento obtido 

no final do processo de concentração das amostras, facilmente perturbado durante o 

descarte do sobrenadante, o que pode ter levado à perda de partículas virais. Embora 

o protocolo otimizado para efluente tratado tenha aumentado as taxas de recuperação 

viral, o mesmo só foi realizado após o estudo de monitoramento, não tendo sido 

aplicado nas amostras de 2014, o que provavelmente implica em cargas virais 

subestimadas em P4. Nas amostras de lodo (P3), a utilização do protocolo otimizado 

garantiu uma taxa considerável de recuperação de HAdV, RVA e PP7, especialmente, 

considerando a maior dificuldade de trabalhar com vírus de RNA. Em conjunto, estes 

resultados mostram que a taxa de recuperação viral não depende apenas dos 

métodos de concentração e detecção utilizados, mas também do tipo de amostra 

(ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009; HARAMOTO et al., 2009; HMAIED et al., 2016), 

apontando a importância de se adaptar os protocolos, de acordo com as 

características da amostra, para melhorar o seu rendimento. 

O uso de controle interno e a diluição do ácido nucleico, antes da etapa de 

amplificação, foram estratégias importantes para a obtenção de resultados confiáveis. 

O PP7 foi detectado em todas as amostras avaliadas no estudo de monitoramento, 

com taxas médias de recuperação semelhantes àquelas observadas na avaliação de 

eficiência do método para cada ponto de coleta. Vale ressaltar, entretanto, que a taxa 

média de recuperação de PP7 observada no estudo de monitoramento em P4 (12,4%) 

poderia ter sido maior, se o protocolo otimizado para efluente tratado tivesse sido 

utilizado. 

Durante o estudo de monitoramento (itens 5.6 e 6.3), um alto percentual de 

positividade de HAdV (85,4%) foi verificado nos concentrados de esgoto, 

corroborando resultados observados em ETEs de São Paulo (SANTOS et al., 2004; 

BARRELLA et al., 2009), Florianópolis (SCHLINDWEIN et al., 2010) e Rio de Janeiro 
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(PRADO et al., 2010; FUMIAN et al., 2013), nos quais a taxa de detecção viral variou 

de 71 a 100%. A detecção de RVA em 52,1% dos concentrados de esgoto avaliados 

foi semelhante a resultados anteriores, quando taxas de positividade variando de 32,2 

a 50% foram descritas em pesquisas realizadas em outras ETEs no Brasil (FERREIRA 

et al., 2009; PRADO et al., 2011), na China (HE et al., 2011) e na França (ARRAJ et 

al., 2008). Por outro lado, taxas de detecção de RVA superiores a 70% já foram 

relatadas em outras ETEs brasileiras (FUMIAN et al., 2011; PRADO et al., 2011), bem 

como nos Estados Unidos (KITAJIMA et al., 2014) e na Tunísia (HASSINE-

ZAAFRANE et al., 2015). Percentuais de positividade de RVA maiores foram 

observados em estudos realizados apenas com amostras de esgoto bruto, com taxas 

variando de 85,7 a 100% (VILLENA et al., 2003; FUMIAN et al., 2010; BARRIL et al., 

2015). Esses resultados foram obtidos utilizando-se diferentes metodologias e, por 

isso, podem sofrer influência de fatores ambientais distintos. Embora tal fato dificulte 

comparações, juntos estes resultados reforçam a importância do desenvolvimento de 

estudos de monitoramento em diferentes regiões para avaliar a disseminação desses 

vírus no ambiente (KIULIA et al., 2015). 

A detecção de HAdV e RVA nas amostras de esgoto obtidas na ETE Barbosa 

Lage aponta a circulação destes vírus na população de Juiz de Fora, uma vez que os 

mesmos são excretados nas fezes de indivíduos infectados, sintomáticos ou 

assintomáticos (BERK, 2013; ESTES e GREENBERG, 2013). De fato, estudos 

clínicos realizados neste município, no período 2002 a 2011, comprovaram a 

participação de RVA (ASSIS et al., 2013) e de HAdV (REIS et al., 2016) em casos de 

DDA. A presença de RVA foi detectada, também, em um estudo ambiental recente 

realizado em Juiz de Fora, que evidenciou a contaminação de águas superficiais pelo 

despejo de esgoto não tratado (ASSIS et al., 2015), mostrando uma conexão entre os 

resultados obtidos em estudos clínicos e ambientais, quando desenvolvidos em uma 

mesma área geográfica. Diante desta realidade, a combinação destes estudos deve 

ser estimulada, principalmente, se realizados de forma simultânea, pois seus 

resultados podem indicar o predomínio e a circulação de novos genótipos virais na 

população, contribuindo com os estudos de vigilância epidemiológica. 

Com relação à dinâmica do tratamento de esgoto, as cargas mais elevadas de 

HAdV e RVA foram observadas nas amostras de esgoto primário obtidas no tanque 

de equalização (P2). Diante da possível remoção de partículas virais na caixa de areia 

e do despejo de percolado de aterro sanitário (chorume) após P1, que provavelmente 
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contém muitos inibidores da qPCR, era de se esperar uma redução da carga viral em 

P2. Por outro lado, o maior tempo de retenção do esgoto no tanque de equalização e 

a agitação constante que ocorre nesta etapa do tratamento podem favorecer a maior 

concentração de vírus, devido à homogeneização do esgoto, que chega de forma 

intermitente, podendo apresentar diferentes cargas virais. A detecção de cargas virais 

elevadas no lodo (P3) deve ser atribuída aos resíduos sólidos que se concentram 

nesta matriz após a sedimentação, nos quais grande parte das partículas virais estão 

adsorvidas (HATA et al., 2013). Por outro lado, o menor número de amostras positivas 

em P3 pode ser explicada pela grande quantidade de substâncias inibidoras, que 

também se concentram nesta matriz, e que podem interferir com as técnicas de 

detecção. O menor número de amostras positivas e as menores cargas virais 

detectadas no efluente tratado (P4) devem-se à remoção de partículas virais 

associadas aos materiais particulados, em decorrência dos processos físicos 

utilizados, como a filtração e a sedimentação (TEMPLETON et al., 2008; HATA et al., 

2013). 

De modo geral, o tratamento de esgoto por lodo ativado resultou na redução 

significativa da carga de HAdV e RVA, quando comparados os valores observados no 

esgoto bruto e no efluente tratado. No entanto, é importante destacar que mesmo com 

carga reduzida ainda foi possível detectar estes vírus, mostrando sua persistência no 

efluente tratado. É provável que as partículas virais resistentes ao tratamento estejam 

associadas a materiais coloidais, com tamanho inferior a 10 µm, que passam pelos 

processos físicos do tratamento e protegem os vírus, contribuindo com a sua 

estabilidade no ambiente por longos períodos de tempo (TEMPLETON et al., 2008; 

OKOH et al., 2010). Tal observação já foi relatada por outros autores em pesquisas 

realizadas em ETEs que utilizam o mesmo tratamento (FERREIRA et al., 2009; 

FUMIAN et al., 2011; KITAJIMA et al., 2014; HASSINE-ZAAFRANE et al., 2015; 

MYRMEL et al., 2015), inclusive após a etapa de desinfecção por cloração 

(PETRINCA et al., 2009; FONG et al., 2010; PRADO et a., 2011; ADEFISOYE et al., 

2016). Assim, o despejo deste efluente, ainda que tratado, em corpos d’água 

receptores pode resultar na disseminação de HAdV e RVA no ambiente. Estes fatos 

geram dúvidas a respeito do impacto de diferentes tipos de tratamento sobre a carga 

viral e devem estimular melhorias nestes processos, a fim de que possam realmente 

auxiliar na redução dos riscos de contaminação ambiental por estes patógenos. 
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O HAdV foi detectado em amostras de diferentes etapas do tratamento de 

esgoto, com variações da carga viral ao longo dos meses do ano, confirmando a 

ausência de sazonalidade da infecção, descrita na literatura (KATAYAMA et al., 2008; 

BARRELLA et al., 2009; FONG et al., 2010; SCHLINDWEIN et al., 2010, FUMIAN et 

al., 2013). Nas amostras de lodo (P3), os HAdV não foram detectados no período de 

março a junho. As amostras destas coletas foram processadas juntamente com as de 

outras coletas, nas quais houve detecção destes vírus em P3, diminuindo assim a 

possibilidade de ocorrência de falhas na execução das técnicas de concentração, 

extração e qPCR. Além disso, houve detecção de HAdV em P1, P2 e P4 nestas 

mesmas coletas, sugerindo que neste período as amostras de P3 tenham 

apresentado uma maior concentração de inibidores, inviabilizando a detecção viral. 

Em conjunto, os dados de detecção e carga refletem a ampla disseminação 

dos HAdV em amostras de esgoto, independente de variações sazonais, mostrando 

sua estabilidade no ambiente, mesmo em amostras de efluente tratado. Resultados 

semelhantes foram descritos em estudos com amostras de esgoto bruto e/ou efluente 

tratado realizados em vários países, reforçando o potencial dos HAdV como indicador 

viral de contaminação fecal humana (AW e GIN, 2010; HATA et al., 2013; FUMIAN et 

al., 2013; KITAJIMA et al., 2014; MYRMEL e tal., 2015; ADEFISOYE et al., 2016). A 

presença dos HAdV também foi observada em água doce, salobra e do mar, 

provavelmente, em decorrência da contaminação destas matrizes com esgoto 

(HAMZA et al., 2009; MORESCO et al., 2012; VIEIRA et al., 2012; CALGUA et al., 

2013b; MIAGOSTOVICH et al., 2014; VECCHIA et al., 2015; ELMAHDY et al., 2016; 

VIEIRA et al., 2016). Tal fato confirma a estabilidade destes vírus em diferentes 

amostras ambientais, o que merece atenção especial no que diz respeito aos 

interesses de saúde pública, considerando o possível consumo e/ou o uso recreativo 

destas matrizes. 

A presença de RVA também foi observada nas amostras de diferentes etapas 

do tratamento de esgoto, predominantemente, na época mais seca do ano, com 

cargas virais mais elevadas neste período, que se estende de maio a setembro em 

Juiz de Fora. Este resultado sugere o retorno de um perfil sazonal destas infecções, 

anteriormente, observado em estudos clínicos realizados neste município (ROSA E 

SILVA et al., 2001; ROSA E SILVA et al., 2002) e em outras cidades do sudeste do 

Brasil (ARAUJO et al., 2002; CARVALHO-COSTA et al., 2006). Alterações neste 

cenário foram observadas após a introdução da vacina contra RVA, quando estes 
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vírus passaram a ser detectados ao longo de todo o ano em estudos clínicos (RABONI 

et al., 2014) e ambientais (FUMIAN et al., 2011; ASSIS et al., 2015), realizados nesta 

mesma região. Assim, mais uma vez destaca-se a importância de realizar estudos 

clínicos e ambientais simultâneos para compreender melhor a epidemiologia das 

infecções causados por vírus entéricos. 

O delineamento dos estudos de monitoramento ambiental requer cuidados com 

a determinação da amostragem, principalmente, no que se refere ao tipo de amostra. 

Aliada à representatividade, é fundamental garantir a homogeneidade das amostras 

nas pesquisas realizadas em ETEs, devido à operação ininterrupta do tratamento. 

Neste contexto, a obtenção de amostra composta é imprescindível para avaliar o real 

impacto do tratamento de esgoto, visto que os parâmetros físico-químicos e 

microbiológico, incluindo a carga viral, podem sofrer variações ao longo do tempo 

(MYRMEL et al., 2015). De fato, dois estudos recentes, realizados apenas com 

amostras simples, descreveram a ocorrência de amostras negativas no esgoto bruto 

e positivas no efluente tratado e/ou a detecção de cargas virais mais elevadas após o 

tratamento (KITAJIMA et al., 2014; HASSINE-ZAAFRANE et al., 2015). Segundo os 

autores, esses resultados conflitantes poderiam ser explicados pela obtenção de 

amostra simples (uma alíquota), colhida ao mesmo tempo na entrada e na saída da 

ETE, o que desconsidera o tempo de retenção necessário para o tratamento, criando 

um viés na sua avaliação. No presente estudo, a detecção e a determinação da carga 

de HAdV e RVA não sofreram alterações significativas quando avaliadas em amostras 

simples e compostas. No entanto, a obtenção de amostras compostas em P1 e P4 

(19 das 24 coletas) permitiu a avaliação do impacto do tratamento de esgoto, ao 

garantir o tempo de retenção necessário para o tratamento, mostrando que houve uma 

redução significativa da carga viral após este processo. 

O HAdV entérico tipo 41 foi o único encontrado nas amostras de esgoto 

avaliadas neste estudo, confirmando relatos prévios que demonstraram uma maior 

prevalência da espécie F em matrizes aquáticas (FONG et al., 2010; MYRMEL et al., 

2015). Esta tendência também foi observada em pesquisas brasileiras desenvolvidas 

em outras ETEs da região sudeste (SANTOS et al., 2004; BARRELLA et al., 2009; 

FUMIAN et al., 2013), tendo sido sugerido que a persistência destes vírus em 

ambientes naturais pode estar relacionada a sua maior resistência à radiação com luz 

ultravioleta (KO et al., 2005; BAXTER et al., 2007). A prevalência de HAdV 41 também 

foi descrita em estudos clínicos, que o apontam como um importante agente etiológico 
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de gastroenterite infantil, em todo o mundo (BANYAI et al., 2009; VERMA et al., 2009; 

DEY et al., 2011; REIS et al., 2016). O elevado percentual de identidade nucleotídica 

observada entre as amostras de HAdV 41 detectadas em estudos clínico (KF840488; 

KF840495, KF840506; KF840510 e KF840515) e ambiental realizados em Juiz de 

Fora, ainda que em períodos diferentes, reforça a importância da abordagem 

ambiental no âmbito da vigilância epidemiológica, ao contribuir com informações sobre 

a circulação dos vírus na população. 

O sequenciamento e análise do gene VP6 mostrou a presença de RVA 

pertencente ao genótipo I1 na ETE de Juiz de Fora. Estes vírus mostraram uma 

relação genética próxima com RVA detectados em estudos clínicos e ambientais 

realizados em diferentes países, no período 1998-2013, inclusive em amostras 

detectadas em águas superficiais de Juiz de Fora (KF853550; KF853551; KF853554 

e KF853557), contaminadas com esgoto (ASSIS et al., 2015). A maior identidade das 

amostras detectadas neste estudo com sequências previamente caracterizadas como 

G1P[8], G3P[8], G9P[8] e G12P[8] reforçam estudos anteriores, que relataram que 

RVA humanos pertencentes ao genótipo I1 são, geralmente, classificados como 

genótipos G (G1, G3, G4 ou G9) e P[8], com base na análise dos genes VP7 e VP4, 

respectivamente (MATTHIJNSSENS et al., 2008a). 

O emprego de técnicas moleculares, tais como a PCR, representou um grande 

avanço no monitoramento ambiental de vírus. No entanto, estas técnicas não 

fornecem informações sobre a infecciosidade da partícula viral, uma vez que o 

genoma detectado pode ser oriundo de partículas infecciosas ou de vírus inativados 

e/ou defectivos (GASSILLOUD et al., 2003; FONG e LIPP, 2005; HARAMOTO et al., 

2007; HAMZA et al., 2009; GIRONES et al., 2010). Por outro lado, alguns autores 

acreditam que a detecção do genoma viral em matrizes aquáticas pode indicar a 

presença recente de partículas virais, considerando-se a menor estabilidade do ácido 

nucleico livre em ambientes aquáticos (CARDUCCI et al., 2003). Essa hipótese de 

que as técnicas moleculares podem ser utilizadas para indicar a contaminação viral 

foi reforçada por Espinosa e colaboradores (2008), que observaram uma boa 

correlação entre a infecciosidade viral e a persistência do material genético de RVA e 

astrovírus, em águas superficiais. Além disso, as técnicas moleculares são 

ferramentas importantes para pesquisas de vírus entéricos considerados fastidiosos. 

A técnica de PCR pode ser associada a um pré-tratamento da amostra com 

intercalantes de ácidos nucleicos, tais como a monoazida de propídio (do inglês 
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propidium monoazide - PMA) e a monoazida de etídio (do inglês ethidium monoazide 

- EMA). Esta estratégia foi proposta com intuito de alcançar resultados mais seguros 

sobre a infecciosidade das partículas virais, sendo utilizada com sucesso em estudos 

realizados com vírus entéricos (PARSHIONIKAR et al., 2010; SÁNCHEZ et al., 2012). 

O ensaio baseia-se na penetração do PMA ou EMA pelo capsídeo danificado ou 

comprometido, o que ocorre quando a partícula viral se encontra inativada e/ou não 

infecciosa (PARSHIONIKAR et al., 2010). Após um período adequado de exposição 

da amostra à luz, o PMA ou EMA sofre modificações e se liga ao genoma viral (DNA 

ou RNA) de forma covalente, tornando o material genético das partículas não 

infecciosas indisponível para amplificação por PCR (PARSHIONIKAR et al., 2010; 

TAYLOR et al., 2014). Por outro lado, a integridade do capsídeo viral impede a entrada 

do composto intercalante (PMA / EMA), possibilitando a amplificação e posterior 

detecção do material genético oriundo de partículas infecciosas (PARSHIONIKAR et 

al., 2010; SÁNCHEZ et al., 2012; TAYLOR et al., 2014). 

Uma outra alternativa atual, que vem sendo observada com frequência, é a 

utilização da cultura de células integrada à PCR, combinando a sensibilidade e a 

especificidade dessas técnicas (FONGARO et al., 2015). Esta estratégia permite que 

apenas partículas infecciosas sejam propagadas e, posteriormente, detectadas por 

métodos moleculares, o que a torna apropriada, até mesmo para vírus que não 

produzem ECP (FONG e LIPP, 2005). 

Antes de avaliar a viabilidade das partículas de HAdV, todos os concentrados 

de efluente tratado obtidos neste estudo foram submetidos a sonicação e 

centrifugação. Este processamento foi realizado com intuito de reduzir a quantidade 

de leite desnatado presente no concentrado, uma vez que este pode ter efeito 

citotóxico sobre as células durante o cultivo (HAKANSSON et al., 1995; MAO et al., 

2009). Em adição, os concentrados foram centrifugados em alta velocidade e 

ressuspensos em PBS 1X. O mesmo procedimento foi aplicado ao controle de vírus, 

que apresentou ECP nas duas passagens de cultivo, mostrando que esta 

centrifugação garantiu a sedimentação de pelo menos uma parte das partículas virais. 

A suspensão do sedimento em PBS 1X foi adotada para reduzir o efeito do tampão 

fosfato 0,2M, utilizado no protocolo de concentração viral, que se mostrou tóxico para 

as células em experimentos iniciais. É provável, que esse efeito seja consequência da 

elevada concentração de sais de fosfato presente neste tampão, que é cerca de 20 

vezes maior do que a observada na composição do tampão PBS 1X (0,01M), 
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amplamente utilizado em experimentos de cultivo celular. De fato, a detecção de HAdV 

já foi realizada com sucesso em suspensões de concentrados de lodo de esgoto, 

efluente tratado e águas superficiais, preparadas com PBS 1X (SCHLINWEIN et al., 

2010; WONG et al., 2010; ELMAHDY et al., 2016). Cabe ressaltar que todo esse 

processamento antes do cultivo foi importante, pois nenhum concentrado foi tóxico 

para as células, o que possibilitou o estudo de determinação de viabilidade das 

partículas de HAdV. 

O cultivo de HAdV tem sido realizado com sucesso em diversas linhagens 

celulares, com destaque para as células HEK293 e A549, que apresentam um melhor 

desempenho na avaliação de contaminação ambiental por este vírus, inclusive para 

os tipos entéricos (40 e 41), que apresentam um crescimento muito lento, podendo 

produzir pouco ou nenhum ECP (JIANG, 2006; JIANG et al., 2009). Neste trabalho, a 

observação de ECP característico de HAdV em células A549 e HEK293 indicou a 

presença de partículas virais viáveis na maioria dos concentrados de efluente tratado 

testados. Este resultado foi confirmado pelo qPCR, com detecção viral e observação 

do aumento da carga viral após o cultivo. Juntos estes dados reforçam a existência 

de um risco potencial à saúde pública, em decorrência do retorno do efluente aos 

corpos d’água receptores e da possibilidade de uso recreativo destas matrizes. A 

situação torna-se mais crítica, diante da possibilidade de captação destes corpos 

d’água para produção de água potável, considerando a resistência desses vírus ao 

processo de cloração, aplicado ao controle da população bacteriana (CARTER, 2005). 

O envolvimento dos vírus entéricos em surtos de doenças veiculadas pela água 

descrito em vários países (KUKKULA et al., 1997; GALLAY et al., 2006; MARTINELLI 

et al., 2007; GREER et al. 2009; SINCLAIR et al., 2009) aponta para a necessidade 

de desenvolver estudos de risco microbiológico com vírus entéricos, diante da ampla 

disseminação e persistência destes patógenos no meio ambiente (CARTER, 2005). 

Neste contexto, destaca-se a análise quantitativa de risco microbiológico (do inglês – 

Quantitative Microbial Risk Assessment – QMRA), uma ferramenta útil para estimar a 

dose de exposição a um patógeno que tem probabilidade de estabelecer infecção e 

doença em um indivíduo, em um cenário especifico (HAAS et al., 1999). Apesar da 

importância destes estudos, até o momento, foram geradas poucas informações sobre 

as estimativas de riscos relacionados à presença de vírus entéricos em água de 

consumo, recreativas ou de reuso, devido ao custo e a complexidade das análises 

(WAARBEEK et al., 2010; BARKER et al., 2013). 
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A análise dos parâmetros físico-químicos (itens 5.6.5 e 6.3.5) mostrou um 

desempenho satisfatório do tratamento de esgoto por lodo ativado empregado na ETE 

Barbosa Lage, com relação à remoção de matéria orgânica. A redução dos valores de 

DBO e DQO após o tratamento e, também, os valores elevados da relação DQO/DBO, 

observados na maioria nas amostras de efluente tratado, evidenciaram a eficiência do 

tratamento na degradação da matéria orgânica. O teor de óleos e graxas variou 

bastante durante o estudo e permaneceu elevado na metade das amostras de efluente 

tratado. Estes compostos são considerados indesejáveis, por formarem uma densa 

camada de gordura na superfície dos tanques da ETE, além de se depositarem no 

interior das tubulações, provocando entupimentos que prejudicam a eficiência do 

tratamento do esgoto (ORSSATTO et al., 2010). Com relação ao pH, os valores 

observados neste estudo caracterizaram um ambiente ligeiramente alcalino nas 

amostras de esgoto bruto e efluente tratado, como observado anteriormente por 

outros pesquisadores (EMMANUEL et al., 2009), indicando que o tratamento não teve 

influência sobre este parâmetro.  

O tratamento de esgoto também resultou na redução de sólidos presentes no 

esgoto, mas apresentou eficiência de remoção variável para os parâmetros SS e SST. 

A adequação de apenas 50% das amostras ao limite determinado pela legislação para 

SS pode refletir uma falha do sistema de tratamento. É provável que tenha ocorrido 

“fuga de sólidos” para o efluente tratado durante a etapa de decantação, o que 

explicaria os valores elevados de SS observados após o tratamento. 

Considerando todos os parâmetros físico-químicos avaliados nas amostras de 

efluente tratado, é possível observar que o tratamento de esgoto permitiu a adequação 

de muitas dessas amostras de efluente aos limites estabelecidos na legislação. No 

entanto, vale ressaltar que HAdV e RVA foram detectados, tanto nas amostras de 

efluente tratado que estavam de acordo com os padrões, quanto naquelas que 

excederam os mesmos. Isso mostrou que a adequação do efluente tratado aos 

parâmetros físico-químicos não garantiu a ausência de contaminação viral. Em 

adição, a análise quantitativa de todas as amostras de esgoto (P1 a P4) revelou a 

existência de relação direta entre a carga viral e os parâmetros DQO, SS e SST. Esses 

resultados mostraram que a probabilidade de detectar cargas virais mais elevadas 

aumenta em amostras com valores maiores de DQO e alto teor de sólidos, 

confirmando a forte tendência que os vírus apresentam de se adsorverem a matéria 
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orgânica e aos materiais particulados (CARTER, 2005; TEMPLETON et al., 2008; 

OKOH et al., 2010). 

O desempenho do tratamento de esgoto no Brasil tem sido avaliado, apenas, 

pela contagem de indicadores bacterianos, como coliformes termotolerantes e 

coliformes totais. Entretanto, o uso destes parâmetros como indicador de 

contaminação fecal humana, vem sendo questionado e tem se mostrado inadequado, 

em função das diferenças existentes entre os diferentes grupos de patógenos. Várias 

características comuns aos coliformes tornam inconveniente o seu uso como 

indicadores de contaminação: maior sensibilidade à luz solar e ao tratamento de 

desinfecção, aplicado em estações de tratamento de água e esgoto; menor tempo de 

sobrevivência, quando comparados a outros patógenos; não são encontrados, 

exclusivamente, nas fezes humanas, mas também em fezes animais e, naturalmente, 

no solo; capacidade de se multiplicar em vários ambientes e, principalmente, pela 

fraca correlação encontrada entre sua contagem e de vários agentes patogênicos 

(SCOTT et al., 2002; FONG e LIPP, 2005; SAVICHTCHEVA e OKABE, 2006). 

Neste estudo, o tratamento de esgoto por lodo ativado apresentou uma 

eficiência de remoção de coliformes termotolerantes próxima de 100%, concordando 

com resultados já obtidos após este tipo de tratamento secundário (PETRINCA et al., 

2009; HATA et al., 2013). No entanto, devido à elevada carga de coliformes detectada 

no esgoto bruto (cerca de 107 NMP/100mL), a redução observada pelo tratamento não 

garantiu a adequação de nenhuma amostra de efluente tratado. De acordo com a 

legislação em vigência, estas amostras não deveriam ter sido devolvidas ao Rio 

Paraibuna, pois excederam o limite máximo permitido para coliformes termotolerantes 

(1000 NMP/100mL), podendo alterar as características da qualidade deste corpo 

receptor, enquadrado como água doce de classe 2. Resultado semelhante foi 

observado em um estudo realizado na África, quando cerca de 30% das amostras de 

efluentes tratado foram consideradas inadequadas, pelos critérios de qualidade 

vigente determinados para coliformes termotolerantes (ADEFISOYE et al., 2016). 

Estes resultados são preocupantes, pois mostram que o tratamento secundário de 

esgoto pode ser ineficiente, até mesmo, para a remoção de coliformes, considerados 

mais sensíveis do que os demais patógenos entéricos. Diversos trabalhos realizados 

com diferentes matrizes aquáticas já comprovaram que a presença destes indicadores 

não está associada à ocorrência de patógenos virais (MIAGOSTOVICH et al., 2008; 

ESPINOSA et al., 2009; FERGUSON et al., 2012; MORESCO et al., 2012; VIEIRA et 
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al., 2012; ASSIS et al., 2015; VECCHIA et al., 2015). Nossos resultados reforçaram 

essa tese e indicaram que ela também é válida em termos quantitativos, mostrando 

uma ausência de correlação entre a contagem de coliformes e a carga viral em 

amostras de esgoto, mesmo após o tratamento. Tal fato demonstra a necessidade de 

encontrar um indicador microbiológico mais adequado para investigar a contaminação 

viral. Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram as características de 

estabilidade, resistência e prevalência dos HAdV, que o colocam como provável 

indicador viral de contaminação fecal humana (PUIG et al, 1994; PUSCH et al., 2005; 

BOFILL-MAS et al., 2006; VIEIRA et al., 2016). 
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8 CONCLUSÕES 

 

 

Os dados obtidos neste estudo levaram às seguintes conclusões: 

 

 Os protocolos de floculação orgânica otimizados para lodo (condição C) e para 

efluente tratado (condição D’) provaram ser ferramentas úteis para 

concentração e detecção de HAdV e RVA. 

 O protocolo otimizado para efluente tratado (condição D’) mostrou-se 

adequado, também, para a pesquisa de vírus gigantes. 

 O HAdV foi detectado na maioria dos concentrados de esgoto avaliados neste 

estudo sem apresentar variações sazonais e foi caracterizado molecularmente 

como HAdV entérico pertencente a espécie F tipo 41. 

 O RVA foi detectado na metade dos concentrados de esgoto avaliados neste 

estudo com maior prevalência durante a época seca e foi caracterizado 

molecularmente como RVA pertencente ao genótipo I1. 

 O tratamento de esgoto por lodo ativado reduziu, significativamente, a carga de 

HAdV e RVA, porém estes vírus ainda foram detectados no efluente tratado, 

sendo possível verificar a presença de partículas infecciosas de HAdV nesta 

matriz. 

 O tratamento de esgoto permitiu a adequação da maioria das amostras de 

efluente aos limites estabelecidos na legislação para os parâmetros físico-

químicos, entretanto a presença de HAdV e RVA foi observada tanto nas 

amostras que estavam de acordo com os padrões, quanto naquelas que 

excederam os mesmos. 

 Embora eficiente na redução da contagem de coliformes termotolerantes, o 

tratamento de esgoto não foi suficiente para adequar nenhuma das amostras 

de efluente tratado aos limites determinados na legislação para este parâmetro. 

 

Os estudos de otimização mostraram que é possível concentrar vírus utilizando 

uma técnica simples e de baixo custo, como a floculação orgânica com leite 

desnatado. Em adição, os resultados obtidos durante o monitoramento viral 

confirmaram as características de prevalência, estabilidade e resistência dos HAdV, 
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que permaneceram viáveis mesmo após o tratamento, reforçando seu papel como 

provável indicador viral de contaminação fecal humana. Juntos estes dados podem 

estimular a realização de novos estudos de monitoramento viral em ETE, a fim de 

avaliar melhor o impacto do tratamento sobre a carga viral, bem como contribuir para 

o desenvolvimento de políticas mais eficazes de gestão de lodo e águas residuárias. 
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APÊNDICE A - Curva padrão de adenovírus humanos (HAdV) 

 

 

Resultados do teste de qPCR obtidos com a curva padrão de adenovírus humano.  

A - Curvas de amplificação em escala logarítmica; B - Curva padrão e seus 

parâmetros; C - Quadro com o Ct correspondente a cada ponto da curva padrão.
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APÊNDICE B - Curva padrão de rotavírus do grupo A (RVA) 

 

 

Resultados do teste de qPCR obtidos com a curva padrão de rotavírus do grupo A.  

A - Curvas de amplificação em escala logarítmica; B - Curva padrão e seus 

parâmetros; C - Quadro com o Ct correspondente a cada ponto da curva padrão.
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APÊNDICE C - Curva padrão de bacteriófago PP7 

 

 

Resultados do teste de qPCR obtidos com a curva padrão de bacteriófago PP7.  

A - Curvas de amplificação em escala logarítmica; B - Curva padrão e seus 

parâmetros; C - Quadro com o Ct correspondente a cada ponto da curva padrão.
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ANEXO A - Autorização de coleta de amostras na Estação de 

Tratamento de Esgoto Barbosa Lage, Juiz de Fora – Minas Gerais 

 

 


