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RESUMO

Os esgotos domeésticos contém uma alta quantidadbadirias e outros organismos
patogénicos e ndo patogénicos que sdo descarregiado®rpos hidricos. A contaminagdo da
agua, pela presenca de bactérias e virus patogéni@z consequéncias indesejaveis,
principalmente de saude publica. O objetivo desibatho foi avaliar a possibilidade de
emprego da andlise de colifagos, como indicad@l.\vitara isso, amostras de esgoto bruto,
efluente tratado por reator UASB e efluente de latieado, da Estacdo de Tratamento de
Esgotos Sdo Jodo Navegantes, Porto Alegre, foréetadas durante o periodo de junho/2006
a junho/2007. As andlises fisicas, quimicas e rhioldgicas, DBQ@, turbidez, sélidos totais,
quantificacdo de coliformes totais, fecais e defagbs foram realizadas em 99 amostras,
conforme APHA, 2005. Na determinacdo da presencad#movirus e enterovirus foram
testadas 36 amostras, utilizando-se a técnica deentracdo por filtracdo-eluicdo e
ultracentrifugacdo. Posteriormente, purificacdovaliacdo da infectividade. Por fim, as
amostras foram submetidas a testeeftedPCR e RT-PCR, a fim de verificar a presenca de
adenovirus e enterovirus, respectivamente. Nas rB6steas testadas, a presenca de
enterovirus foi confirmada em apenas 5,56% das taasoe, adenovirus, em 16,67% das
amostras. Nao foram encontradas correlacdes sigtivias entre colifagos e bactérias
coliformes totais e fecais, bem como entre colifag@s parametros fisicos e quimicos. Desta
independéncia encontrada entre virus e bactéridestaca a necessidade de monitoramento
conjunto de ambos os microrganismos. Verificou-sea usimilaridade em relagdo a
sazonalidade referente ao comportamento de co$fago descrito na literatura referente a
virus entéricos. Observou-se, também, a baixaéefich do tratamento para remocao de
microrganismos, ressaltando-se a importancia deaedo de um tratamento terciario para
assegurar a qualidade microbiologica do efluenserefacdes entre colifagos e virus entéricos
ndo foram possiveis de serem analisadas, deviddaalws inconclusivos obtidos no presente

trabalho.

Palavras-chave:Tratamento de esgotos, colifagos, bactérias colés, parametros fisicos e

guimicos, sazonalidade, virus entéricos.



ABSTRACT

Domestic sewage contains a high amount of bacterchother pathogens and non pathogens
that are discharged into water bodies. Contaminatd water by the presence of pathogenic
bacteria and viruses, brings undesirable consegegnespecially for public health. The
objective of this work was to evaluate the posgybdf using analysis of coliphages as viral
indicator. Samples of raw sewage, treated efflilgnUASB reactor and by activated sludge,
from Wastewater Treatment Systems Sao Jodo NaesgaPorto Alegre, were collected
during the period of june/2006 to june/2007. Phagkicchemical and microbiological
analyzes, namely BQD turbidity, total solids, quantification of totatoliforms, fecal
coliforms and coliphages were performed in 99 sasiplollowing the techniques described
in APHA 2005. The presence of enteric viruses wated on 36 samples. The technique of
concentration by filtration-elution and ultra-ceiftrgation was used for this purpose.
Subsequently, purification and infectivity test wasformed. The samples were tested to
nested PCR and RT-PCR to verify the presence oibades and enterovirus, respectively. In
36 samples tested, the presence of enterovirusesovdirmed in only 5.56% of the samples,
and adenovirus, in 16.67% of the samples. No sggmf correlation was found among
coliform bacteria and coliphages, and also betwtdenpresence of coliphages and physical
and chemical parameters. The independence foungebeatviruses and bacteria indicates the
need for joint monitoring of both microrganismseTbehavior of coliphages was observed to
follow the path described in the literature abouttegic viruses in relation to seasonality.
There was observed a low efficiency in terms ofooiganisms removal, emphasizing the
need for a tertiary treatment to ensure the micotdmyical quality of the effluents tested.
Relations between coliphages and enteric virusee @t able to be analyzed, due to

inconclusive data obtained in this work.

Key-words: Wastewater treatment, coliphages, coliform baeteanteric viruses, physical

and chemical parameters, seasonality.
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1 INTRODUCAO

Os esgotos domeésticos contém uma alta quantidadaatérias e outros organismos
patogénicos e ndo patogénicos que sao descarregadospos hidricos. A contaminacgao da
agua, pela presenca de bactérias e virus patogéni@z consequéncias indesejaveis,
principalmente relacionados a saude publica. Asghede veiculacdo hidrica sdo causadas,
principalmente, por microrganismos patogénicos dgem entérica, animal ou humana,
transmitidos pela rota fecal-oral, ou seja, sdogetados nas fezes de individuos infectados e
ingeridos na forma de agua ou alimento contamimaicgua poluida com fezes (Amaral et
al., 2003).

As bactérias coliformes, por estarem sempre presemh excremento humano, sao
organismos indicadores, adotados atualmente coi@@neia para indicar e medir a grandeza
da contaminagédo (Silveira, 2004). E, ainda quensejdilizados como indicadores de
contaminacao fecal, sua utilizacdo tem apresensdglomas desvantagens, ja que estudos
comprovam a maior resisténcia dos virus em relagdacoliformes ao tratamento de esgotos
(Tavares et al., 2005; Bofill-Mas et al., 2006) €/l disso, ja foram registrados casos de
enfermidades entéricas por consumo de agua nangualse havia detectado coliformes
(Pusch et al, 2005). Os indicadores bacterianosnticam a presenca de contaminacao viral
entérica e, entre eles, ndo existe nenhuma cdiielqgantitativa significante (Tavares et al.,
2005). Por isso, sugere-se a utilizacdo de vironsocimdicadores da eficacia do processo de

remocdo microbiana em plantas de tratamento e wuagpotabilizacdo da agua.

Autoridades governamentais européias incluirams mpadrées microbiolégicos
utilizados na avaliacdo da qualidade da agua, qusss de enterovirus como indicadores
virolégicos, além dos indicadores bacterianos (Mehet al., 2001). No Brasil, a portaria n°
518 de 25 de margo de 2004 do Ministério da Saarleeferéncia a necessidade da incluséo
desses virus como parametros de avaliacdo viral@gcagua e, segundo estudos realizados,
sabe-se que enterovirus podem ser consideradostanies indicadores de contaminacao
ambiental e fecal de origem humana e animal. Nanéot nenhuma portaria ou legislagéo foi
ainda elaborada no pais preconizando a pesquisaugecomo indicadores em amostras de
agua, de acordo com a revisao feita por Tavarak €2005). Devido a isso, as informacdes
sobre a presenca destes em aguas e efluente®srataml ainda insuficientes. Porém, sabe-se

que o acumulo de informacdes sobre a concentragatestino destes virus no ambiente é de
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suma importancia para direcionar os estudos epalégicos a partir do monitoramento e
caracterizagao destes organismos (Miranda etGfl7)2

Assim, sugere-se a inclusdo de colifagos, virus mpectam bactérias do grupo
coliforme, como indicador de poluicdo e como padsimodelo do comportamento de
enterovirus em esgotos sanitarios, pelas suas ls@mgas morfoldgica e estrutural, bem
como, concentracdes semelhantes em esgoto e #&zasncipal vantagem da andlise de
colifagos estd na simplicidade analitica, rapidezdaixo custo, quando comparada a
metodologia empregada para a detec¢édo e quandificde enterovirus em aguas (Pedroso et
al., 2003; Sobsey et al., 2005).

Para que a analise de colifagos seja valida, éseéde que as possiveis correlacdes
existentes entre esses e virus entéricos sejatvetstalas. Esse resultado pode incentivar os
orgaos competentes a incluirem colifagos como datak a serem indicadores da qualidade
virolégica de aguas potaveis e outros usos. A ifleatdo destes em aguas potaveis € um
indicativo de sua resisténcia aos processos coiores de tratamento, colocando-os,
também, como indicadores potenciais da eficién@atrdtamento de agua e efluentes
(Pedroso et al., 2003). Além disso, é interessanédiar se existe comportamento distinto,
referente & sazonalidade, e se h4 alguma corretagé® a presenca de colifagos e aqueles
fatores fisico-quimicos que se acredita que camrib para uma maior retencdo e
manutencao da infectividade dos mesmos, e quertasiuser analisados rotineiramente nas

EstacOes de Tratamento de Esgotos (ETES).

Este trabalho avalia a viabilidade da utilizac&ocdlifagos como indicadores virais.
Para tal, os virus entéricos enterovirus e adam¥dram detectados nas amostras estudadas,
para posterior busca de correla¢des entre todpartisulas virais. Foi proposto, também, o
estudo do comportamento de colifagos frente agetifes estacbes climaticas e frente a
alguns parametros ja analisados nas ETEs e prewstdei, como coliformes fecais e totais,

DBO:s, turbidez e soélidos totais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agua e esgoto

A agua é o elemento fundamental da vida e é, pebwante, o Unico recurso natural
que participa de todos os aspectos da civilizag@tana, desde o desenvolvimento agricola e
industrial aos valores culturais e religiosos gadbs na sociedade. A dgua é um recurso
essencial, pois, além de participar da composigagubmica de seres vivos, € habitat de
varias espécies vegetais e animais. Seus multiglos sdo indispensaveis a um largo espectro
das atividades humanas, onde se destacam, entos,autabastecimento publico e industrial,
a irrigacao agricola, a producédo de energia etéei@s atividades de lazer e recreacédo. As
aguas utilizadas para o consumo humano e para iddades socio-econémicas sao
provenientes de recursos hidricos - rios, laggsesas e aquiferos, também conhecidos como
aguas interiores (CETESB, 2007).

Em consequéncia da utilizacdo da agua para o abastdo urbano, ha a geracdo de
esgotos. Esgoto € o termo usado para as aguaagfigea utilizacdo humana, apresentam as
suas caracteristicas naturais alteradas (MancGsmi®s, 2003). Os esgotos sao classificados
em dois grupos principais: 0s esgotos sanitarms iadustriais. Os primeiros sao constituidos
essencialmente de despejos domésticos, uma pdecélguas pluviais, aguas de infiltracéo e,
eventualmente, uma parcela néo significativa deejes industriais, tendo caracteristicas

bem definidas.

Os esgotos domeésticos ou domiciliares provém patciente de residéncias,
edificios comerciais, instituicdes ou quaisquerfieafdes que contenham instalacdes de
banheiros, lavanderias, cozinhas, ou qualquer siibpo de utilizacdo da agua para fins
domeésticos. Compdem-se essencialmente de aguantie,barina, fezes, papel, restos de
comida, sabao, detergentes e aguas de lavagensgO®® industriais provém de qualquer
utilizagdo da agua para fins industriais e adquicaracteristicas proprias em funcado do
processo industrial empregado. Assim sendo, osrgfls de cada industria devem ser
considerados separadamente, uma vez que 0S mesfa@sndaté mesmo em pProcessos

industriais similares (Jordao e Pess6a, 1995).
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A pratica de descarregar esses efluentes, tratado®ido, em corpos de agua
superficiais é a solucdo normalmente adotada petasunidades para afastamento de
residuos liquidos no mundo inteiro. Geralmentesessgoos de agua servem como fonte de
abastecimento a mais de uma comunidade, havends easque a mesma cidade lanca seus
esgotos no mesmo corpo hidrico que ela faz uso corapancial para potabilizacdo
(Mancuso e Santos, 2003).

O desenvolvimento das cidades sem um correto plaregjto ambiental resulta em
prejuizos significativos para a sociedade. Essscotmnento é mais intenso em regifes
metropolitanas, na capital dos estados e nas adpdes regionais. Os efeitos dessa
realidade fazem-se sentir sobre todo o aparelhamehbano relativo a recursos hidricos, ao
abastecimento de agua e ao tratamento de esgotoal @ cloacal. Uma das consequéncias
do crescimento urbano foi 0 aumento da poluicdoédtica e industrial, comprometendo as
aguas dos rios, lagos e reservatérios, criandoigiesl ambientais inadequadas e propiciando
o desenvolvimento de doencas (CETESB, 2007).

O estado de poluicdo das dguas caracteriza-s@pmslanca de poluentes que afetam
apenas 0s aspectos estéticos e ambientais. O twot@miico de contaminacdo, por sua vez,
esta relacionado a presenca de substancias t@ucde organismos patogénicos causadores
de doencas de veiculacéo hidrica, que oferecewsrésaude da populacédo. A contaminacao
pela presenca de diversos organismos patogénioosy @lgumas bactérias, protozodrios,
vermes e virus, traz consequéncias indesejaveisapéonas de natureza de saude publica
como também econdmica, tais como: maior incidédeialoencas, aumento de mortalidade
infantil, reducéo da produtividade, reducdo da vigalia e aumento dos custos hospitalares
(Jordéo e Pessba, 1995).

A agua, desde tempos remotos, foi associada andissgio de diversas enfermidades
devido a inexisténcia tanto de formas adequadagi@énitas para sua coleta, como de seu
tratamento, antes e depois do consumo. SomentecnsX1X, a agua foi reconhecida como
meio de transmissdo de doencas. Em 1849, o médiuo Snow estabeleceu ser a 4gua o
meio pelo qual o colera era transmitida ao ser momApos os estudos de Snow, sucederam-

se a identificacdo e a classificacdo dos agenteg@aicos causadores de diversas doencas de
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veiculacao hidrica, como a febre tiféide (1880y6tera (1884), a disenteria (1898) e a febre
paratiféide (1900) (Daniel, 2001).

No Brasil, o lancamento indiscriminado de esgotmsékticos ndo tratados € ainda a
principal fonte de poluicdo dos corpos hidricoss Naiores regidées metropolitanas, como as
do Rio de Janeiro e S&do Paulo, o lancamento daassgomésticos ndo tratados constitui
cerca de 70% da poluicdo das aguas, sendo os teuedustriais responsaveis pelo restante
da poluicéo. Por isso, existe hoje uma grande ppEg@o em relacdo ao grau de tratamento e
ao destino final dos esgotos, e as conseqiéndias saneio ambiente, a qualidade das aguas
e seus usos benéficos (Jordao e Pessba, 1995).

2.2 Sistemas de tratamento de esgotos sanitarios

As estacdes de tratamento de esgotos sdo sistpmagsatam aguas residuérias de
origem domeéstica, chamadas de esgotos sanitaridgat@nento é dado por uma série de
operacdes e processos unitarios, visando a rentec&abstancias indesejaveis, para depois
serem escoadas para 0 mar ou rio com um nivel dewromacédo e poluicdo conforme
estabelece a legislagcéo relacionada ao controtesenvacado dos recursos hidricos (Pessba e
Jordao, 1995).

O tratamento de esgotos é realizado através dagies fisicas, processos bioldgicos
e quimicos, os quais sdao chamados de tratamentanwi secundario e terciario,
respectivamente (Jordao e Pessba, 1995), conftustea a figura 1. Os processos fisicos se
dao pela separacado da matéria soélida. O tratarbesitigico é resultante da transformacao da
matéria organica, pela acdo de microrganismos,baeré/ou anaerobios, e, por fim, o

tratamento quimico, que é dado pela desinfecciietdo do efluente ao recurso hidrico.

2.4.1 Operacodes Fisicas

As operacdes fisicas sdo assim definidas devigwedominancia dos fenbmenos
fisicos adotados por um sistema ou dispositivorakarnento dos esgotos. Estes fenbmenos
caracterizam-se, principalmente, pelos processosenwcdo das substancias fisicamente

separaveis ou que nao se encontram dissolvidaprdasssos fisicos tém como objetivo a
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retirada de sélidos grosseiros que podem afethci@reia dos processos subsequentes. Entre
estes, destacam-se:

1. Grades, para a remocao de solidos grosseiros;

2. Caixa de areia, para a remocao dos solidos de@sitav

3. Caixa de gordura, para a remocéao dos solidos fitesa

Tratamento primario | Tratamento secundario I Desinteccdo e liberagio
1 Separacin (oxidacao biologica) 4. Desinfecgin
trltural;au . = (eloracao) e
2. Decantacao 3. Aeracio do . Sl
l ’ﬂé e da matéria efluente primario Filtro de :IRE[::EEO o
g, ) solida (oxidagio da _—gicnamento
MO) i : Cloragio -
chutu —--ir‘" {f - Efluente S f‘w = il =

= S = = =--= - Efluente .l e
Tanque de S5 ——T —e L 1?‘)

L2 =i ’L —

sedimentagio ‘ l -*--._._a T
priméria l -v-f.-____] _~ Tanque de 3 : :
Lodo - = decantagiio Efluente L
ativado Tangue | secundirio “|
A de
Lodo o aeracio l l
primirio - Lodo
. / ~ 7 secundario
/ 0. Secagem do
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3 Bl |:-ﬂuentg,,rr ~——— lodo (aterro ou =
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Figura 1: Principais processos fisicos, quimicbmkgicos empregados no tratamento de esgotos
domeésticos (Fontdattp://ib.ufpel.edu.br/micro_aquatica.pdf

Digestor ;I_I:I- aT:;‘Ohin

2.4.2 Processos Biolbgicos

S&o0 processos que dependem da acdo de microrgansesentes nos esgotos, 0S
quais transformam a matéria organica presente remmos. Os fenbmenos inerentes a
respiracdo e a alimentacédo sdo predominantes mefdramacdo dos componentes complexos
em compostos simples, tais como sais minerais,cgésonico e outros. Os dispositivos
racionalmente projetados para o tratamento de @sgobcuram propiciar condi¢coes para que
ocorram esses processos observados na naturezdiciaoando-os em area e tempo

economicamente justificaveis.
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Os principais processos biolégicos de tratamemoesigotos ocorrem através de
oxidacao biolégica no processo de lodo ativadoe Esum dos métodos bioldgicos mais
eficientes e utilizados no tratamento de esgotestéNprocesso, o esgoto afluente e o lodo

ativado (biomassa ativa) sdo misturados e aeradotanques de aeracao.

A microbiota presente (bactérias, fungos, protdaed&e nematodos) utiliza o substrato
presente no afluente como fonte de energia. A gi@diacdo da matéria organica ocorre com
a geracéao de energia, a qual, juntamente com nigsi€énitrogénio e fosforo), € utilizada para

a formacgé&o de novas células (Melchior et al., 2003)

No decantador secundario, ocorre a sedimentacasoligos, permitindo que o
efluente final saia clarificado. Os soélidos seditadns no decantador secundario sao
recirculados para o reator, aumentando a concé@otrede biomassa no mesmo, o0 que €
responsavel pela elevada eficiéncia do sistemadouetirados para tratamento especifico ou
destino final (von Sperling, 2005).

O lodo ativado é dotado de enorme atividade aptodelora de esgotos, ou seja, é
capaz de restabelecer o equilibrio no meio apodsltasacdes induzidas pelos despejos
afluentes (von Sperling, 2005). Assim, quando é&s$e € misturado a novas quantidades de
esgoto fresco e em presenca de aeracao, ele praam@mda depuracdo, em muito menos
tempo do que o0 necesséario somente com a introdlecdo. Por este motivo, nos sistemas de
lodo ativado, parte do lodo secundario é reciraulad excesso de lodo é conduzido a um
decantador, passando por um digestor e, depois,uporconcentrador de lodo para a
desidratacdo. A digestdo dos lodos € um procesdeaenposicdo anaerdbica e que tem por
finalidades destruir as bactérias patogénicasziedwolume dos lodos e aproveitar os gases
resultantes.

No lodo ativado, a autodepuracdo e, entre outrasaxo a destruicdo de
microrganismos patogénicos € conseqiéncia de paxedisicos, fisico-quimicos,
bioquimicos e biolégicos. Segundo Branco (19863e&grocessos sao principalmente os
seguintes:

Fisicos
1. Luz solar — radiacao ultravioleta
2. Temperatura
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3. Adsorcéo
Floculacao
5. Sedimentacao
Fisico-quimicos
1. pH
2. Efeitos osmoéticos
3. Toxicidade quimica

Biologicos e bioquimicos

[EEN

. Predacéao

N

. Competicéo

. Falta de nutrientes

w

O UASB (pflow anaerobic sludge blanket um reator anaerébio de manta de lodo
no qual o esgoto afluente entra na sua parte anfefiem movimento ascendente, atravessa
uma camada de lodo biologico que se encontra miofum passa por um separador de fases

engquanto escoa em direcado a superficie.

O reator UASB em sua coluna ascendente consistandieito de lodosludge bed
uma zona de sedimentac¢&btydge blankete o separador de faggs-solid separator — GSS
Este separador de fases, um dispositivo caraateridd reator, tem a finalidade de dividir a
zona de digestéo (parte inferior), onde se enca@treanta de lodo responsavel pela digestao

anaerobia, e a zona de sedimentacao (parte syperior

O efluente segue uma trajetoria ascendente deotneator, desde a sua parte mais
baixa, e atravessa a zona de digestédo, escoardia gelas passagens do separador de fases
e alcancando a zona de sedimentacdo. O esgotoenpés e ser distribuida pelo fundo do
reator UASB, flui pela zona de digestéo, onde s®m@na o leito de lodo, ocorrendo a mistura
do material organico nela presente com o lodo.dlidas organicos suspensos sao quebrados,
biodegradados e digeridos através de uma transf@orenaerdbia, resultando na producéo de
biogas e no crescimento da biomassa bacterianamgassegue em trajetéria ascendente com
o liquido, ap0s este ultrapassar a camada de émdlalirecdo ao separador de fases.
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2.2.3 Processos Quimicos

S&ao0 os processos em que héa utilizacdo de produiosicos e, devido aos maiores
custos que isto implica, esta etapa no tratamemntosido menos aplicada. Eles sdo utilizados
guando os processos fisicos e bioldgicos ndo atermle ndo atuam eficientemente nas
caracteristicas que se deseja reduzir ou remov@ro€esso mais comumente utilizado é a
cloracdo do efluente da estacdo de tratamentonddosa sua desinfeccdo. Essa deve ser
realizada a fim de se manter as condi¢cdes sawsitdoiaorpo de agua receptor, utilizado, por

exemplo, para abastecimento de agua ou para atesdie lazer e desportivas.

Os agentes desinfetantes utilizados sdo o closeus compostos, em dosagem de
acordo com as caracteristicas das aguas de eblgptaso de ser utilizada a desinfeccdo dos
efluentes numa estacdo de tratamento de esgotasyezalmente € a ultima fase de todo o
tratamento. Outros processos quimicos também amtach tratamento de esgotos sdo

precipitacdo quimica, floculagcédo, neutralizaca@ouecao do pH.

2.4.4 EstacOes de Tratamento de Esgotos em Porto Alegre

E atribuicdo do Departamento Municipal de Aguasgdios (DMAE) conservar e
operar o sistema de esgotamento cloacal publiceeutar ligacdes de esgoto no municipio.
S&o nove as unidades de tratamento de esgoto tie Alegre sdo. Sdo Jodo-Navegantes,

Ipanema, Belém Novo, Restinga, Arvoredo, RubemaB&APC, Lami e Esmeralda.

2.3 Legislacao

Os critérios de selecdo do tipo e grau de tratamestdo também relacionados as
exigéncias da legislacdo ambiental, cuja peca fuedéal, no &mbito, no Brasil, € a Lei 6.938
de 31 de agosto de 1981, que institui a Politicaidtal do Meio Ambiente (PNMA), e o
Decreto 99.274, de 06 de junho de 1990, que a apwuita. De acordo com esses
dispositivos, entre os principais instrumentos B8R pode-se ressaltar o estabelecimento
de padrées de qualidade ambiental, a avaliacdmpactos ambientais e o licenciamento de
atividades poluidoras (Jordéo e Pessb6a, 1995).iA18.433 de 8 de janeiro de 1997 institui
a Politica Nacional de Recursos Hidricos, cria steBia Nacional de Gerenciamento de
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Recursos Hidricos, visando uma série de planosp aartorga e cobrancga pelo uso da agua,

visando a manutencao e a preservacao dos mananciais

O objetivo desses instrumentos € que 0s lancameo®g&sgotos sanitarios tratados
nos corpos d’agua considerem e preservem (JorBassda, 1995):
1. O aspecto estético;
2. Avida aquatica;

3. A saude publica.

O licenciamento ambiental € um procedimento pel@l go 6rgdo ambiental
competente permite a localizacéo, a instalacdm@iacdo e a operacao de empreendimentos
e atividades utilizadores de recursos ambientatjeepossam ser considerados efetiva ou
potencialmente poluidores, ou de outras que, sabgger forma, possam causar degradacgéo
ambiental. Cabe aos 6rgdos ambientais estaduappn®iveis pelo licenciamento (a
Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental — FEPAMRimoGrande do Sul), determinar
padrbes de lancamento de efluentes em corpos d8dpelos empreendimentos, de acordo
com as legislacdes ja existentes do Conselho NalcitenMeio Ambiente (CONAMA) ou do
Conselho Estadual do Meio Ambiente (CONSEMA). Gacpdimentos e critérios utilizados
no licenciamento dos empreendimentos pelos orgadsieatais estdo estabelecidos na
Resolucdo CONAMA n° 237 de 19 de dezembro de 188m, como, também, as atividades e
empreendimentos sujeitos ao licenciamento ambiddéhcordo com a referida Resolucao, a

atividade de tratamento de esgoto sanitério étalgeilicenciamento ambiental.

Os padrdes de qualidade desejada para a agua d®reaumpridos, por meio da
legislacado, pelas entidades envolvidas com a agea atilizada. Os tipos de padrdes ou as
diretrizes de interesse que tangem a qualidadegda ém corpos d’agua e ao reuso de
efluentes tratados sao: padrbes de langcamento npo ceceptor, padrbes de qualidade do

corpo receptor e padroes de qualidade para detdmimso do efluente tratado.

Os padrdes nacionais séo definidos por cada @gaisstatus de lei e sédo baseados nas
caracteristicas especificas do pais. Padrdes emgitambém podem existir para cada estado
ou outra forma de divisdo politica. A Resolucdo @OM 357/2005 (BRASIL, 2005), a
nivel federal, dividiu as aguas doces do territ@razional, criando cinco classes. A Classe

Especial pressupde os usos mais nobres e a Classem®enos nobres. A cada uma dessas
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classes corresponde uma determinada qualidade anaetida no corpo hidrico. Essa
qualidade é expressa em forma de padrfes, atraviefatida Resolucdo. Além dos padrdes
de qualidade dos corpos receptores, a referidéugggndo CONAMA apresenta padrbes para
lancamento de efluentes em corpos d’agua (von i8ge2005). A Resolucdo CONSEMA
128/2006 (BRASIL, 2006), a nivel estadual, fixaovek de padrdes de emissado de efluentes
liquidos para fontes de emissao que lancem seusnéfls em aguas superficiais do Rio
Grande do Sul. A Resolucdo CONAMA 274/2000 estaleejgadroes para balneabilidade,
prevendo categorias de acordo com o perfil dearofiés fecais e coliformes totais presentes

nas aguas (von Sperling, 2005).

As citadas Resolucbes do CONAMA e do CONSEMA fazefaréncia ao nivel de
coliformes termotolerantes e eficiéncia exigidasda remocéao pelos sistemas de tratamento.
Nenhuma faz referéncia direta ou indireta a regp#at quantidade ou a simples presenca de
virus entéricos ou seus possiveis indicadoredagol, em efluentes tratados, principalmente
quando estabelecidos padrdes para determinacdogdea gropria e excelente para

balneabilidade ou agua apropriada ao consumo humano

2.4 Andlises fisicas e quimicas

As aguas usadas pela populacao e descartadas iggpanto em cursos d’agua, pois
apresentam diferentes caracteristicas fisico-qasné biologicas daquelas utilizadas para
abastecimento. As analises fisicas e quimicasesizadas a fim de se caracterizar ndo s6 a
qualidade dos esgotos, mas também do corpo higie® recebe. Com o monitoramento dos
recursos hidricos que recebem efluentes, é poss\atompanhar as consequentes alteracdes
de sua qualidade, podendo-se, assim, desenvolgtmurimentos de gestdo, fornecendo

subsidios para acdes saneadoras, assegurandoestaer a salde da populagéo.

Os dados obtidos com esta atividade sao intermetakgundo a Resolucéo
CONAMA 357, de 17 de marco de 2005, a nivel Federa fixa o padrdo de qualidade que
deve ter a 4gua no meio ambiente em fungcéo do esd @destinada. Esta resolugcido também
estabelece condi¢gbes e padrdes de lancamento udmtel. E, baseada nela, sao feitas as
licencas ambientais para que todos os empreendmdntlusive as estacdes de tratamento
de esgotos, tenham determinados os parametrosseregpectivos valores maximos que
devem der atendidos e monitorados (FEPAM, 2007Re&Solucdo CONSEMA 128/2006
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(BRASIL, 2006), a nivel Estadual, estabelece valonais rigorosos de limites de langcamento
ou de parametros que nao séo contemplados nadeefeesolucéo Federal.

Os principais parametros fisicos e quimicos nedatia esgotos predominantemente
domésticos e que merecem destaque especial faga @nportancia sao sélidos, turbidez,

indicadores de matéria organica, nitrogénio e fésfeon Sperling, 2005).

2.4.1 Matéria Organica

A matéria orgéanica € o principal elemento de coitag@o fecal. A introducdo deste
composto em um corpo d’agua resulta no consumassixeede oxigénio dissolvido, devido

aos processos de estabilizacdo da matéria orgé@aiizados pelas bactérias decompositoras.

A capacidade da matéria organica presente em unoat@nde agua em consumir
oxigénio é chamada de demanda bioquimica de oxidg®@BQs;) (Baird, 2001). O consumo
de oxigénio é resultado da oxidacdo da matérianagadissolvida por decomposicdo
microbiana aerObia até uma forma inorganica estdeésgoto sanitario com alta DBO
indica que este provocara um grande consumo démrigelos microrganismos presentes no
corpo hidrico aonde desaguara, justamente porcgeem matéria organica. Por sua vez, uma
amostra com baixa DBQindica pequena concentracdo de matéria organiesepie,
ocasionando pouco consumo de oxigénio dissolvidoa Jemanda quimica de oxigénio
(DQO) é a quantidade de oxigénio consumida pardagfio da matéria organica através de

uma solucéo de dicromato de potassio.

Para lancamento de esgotos, a Resolucdo CONSEMARUMBestabelece DB@om
o valor maximo de 40 mg A para vazdes maiores 10.000/dia e 180 mg gL para

vazdes menores que 20/dia.

2.4.2 Turbidez

A turbidez representa o grau de interferéncia cquassagem da luz através da agua,
conferindo uma aparéncia turva a mesma, e € caysauzpalmente pelos soélidos em
suspensao, podendo ser de origem natural ou ag@opa. A primeira € proveniente de
particulas de rochas, argila ou silte. A segundeelécionada a despejos domésticos e
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industriais ou a erosdo, podendo estar associad@ngostos toOXicos e organismos
patogénicos. A turbidez pode acarretar em incoevees sanitarios diretos. Além de ser
esteticamente desagradavel na agua potavel, des@m suspensao podem servir de abrigo
para microrganismos patogénicos (diminuindo a eficdla desinfeccéo). Este parametro é
utilizado frequientemente para caracterizacdo dasige abastecimento brutas e tratadas,
controlando a operacdo das estacdes de tratamerédgua (von Sperling, 2005). Nenhuma
das duas Resolucbes fazem referéncia ao valoelueiturbidez aceitavel para lancamento de
efluentes em corpos hidricos. No entanto, comoiderbesta diretamente relacionada a
sélidos suspensos, podem-se relacionar esses perdaesolidos sedimentaveis. Este é, por
definicdo, a porcdo de sdélidos em suspensdo queedieenta sob a agdo da gravidade
durante uma hora, a partir de um litro de amostatitia em repouso em um cone Imhoff. A
Resolucdo CONSEMA faz referéncia a quantidade tddosbésedimentaveis, estabelecendo
que o padrao de langcamento dos referidos solides ser menor ou igual a 1,0 mL/L de
efluente tratado.

2.4.3 Soélidos Totais

Os soélidos presentes em esgotos sanitarios geraars@rie de impactos que afetam
diretamente os microrganismos aquaticos. Os paigipfeitos da poluicdo pela matéria
sélida sdo aumento da turbidez; impedimento a pegét da luz no corpo d’agua, necessaria
para muitos organismos para a realizacao da fotessi e consequente producéo de oxigénio
dissolvido; assoreamento de reservatorios e gexdgamaus odores por condi¢cdes anaerdbias
em depadsitos de lodos (Jordao e Pessba, 1995).

Os solidos podem ser classificados de acordo camtamanho e estado, suas
caracteristicas quimicas e sua sedimentabilidadeparacdo dos soélidos € feita passando-se
a amostra por um papel de filtro com porosidadeadeanho padronizado. Os sdlidos retidos
no filtro séo considerados sélidos em suspens@magmo que os sélidos que passam com o
filtrado sdo considerados sdlidos dissolvidos.Reio de pesagem do papel de filtro (antes e
depois, excluindo-se a agua do filtro por evapapcéEm-se a massa de soélidos em
suspensao, que, dividida pelo volume da amostragbt&m a concentracdo (mg/L) (von
Sperling, 2005). A Resolucdo CONSEMA 128/2006 edeai® o limite de lancamento, em
corpos hidricos, efluentes domésticos de até 180 erg vazdes menores que 2&dia e 50

mg/L em vazdes maiores que 10.000dia.
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2.4.4 Parametros, periodicidade e pontos de cotiztaanélise exigidos pela legislacdo

A Resolucdo CONSEMA 128/2006 estabelece padrdasgincamento de efluentes
liquidos domésticos em corpos d’agua, fazendo&etea aos seguintes parametros: demanda
bioquimica de oxigénio (DB£), demanda quimica de oxigénio (DQO), sélidos susps
fosforo total, nitrogénio amoniacal e coliformesnetolerantes. A Resolugcdo confere a
possibilidade do 6rgdo ambiental responsavel peémd¢iamento exigir condicdes especiais
para o lancamento de efluentes liquidos doméstindspendente das ja referidas, além de
poder incluir outros parametros, como o0 controle metais pesados e compostos
organoclorados.

Para as Estacdes de Tratamento de Esgotos deAtegte, a Fundacdo Estadual de
Protecdo Ambiental (FEPAM) exige 0 monitoramentaalipins parametros fisico-quimicos,
que estdo definidos na Licenca de Operacdo de eapacendimento. Entre eles, os mais
comuns sao: solidos sedimentaveis, temperaturaplelds e graxas, além dos exigidos pela
Resolucdo CONSEMA. A FEPAM exige, também, que oresnpdedor realize analises do
afluente bruto e efluente final, para determinaefi@iéncia do tratamento. Todas essas

analises devem ser realizadas, no minimo, menstdmen

2.5 A presenca de microrganismos na agua e no esgot

Um dos mais importantes aspectos de contaminagidglas € relacionado ao fator
higiénico associado as doencas de veiculacdo &iddim corpo d’agua receptor de esgotos
pode incorporar a si toda uma ampla gama de agaatesmissores de doencas. Este fato
pode ndo gerar um impacto a biota do corpo hideico si, mas afeta alguns dos usos
preponderantes a ele destinados, tais como abast#o de agua potavel, irrigacdo e
balneabilidade (von Sperling, 2005). Por isso, as@nca de microrganismos tem sido

utilizada por décadas como indicador de qualidaseaguas.

Os organismos mais comumente encontrados em agsagpms podem ser divididos
em quatro grupos distintos: virus, bactérias, paidos e helmintos. A maioria deles é de
origem entérica, ou seja, sao excretados junto camaterial fecal e liberados no esgoto,
aonde poderdo entrar em contato com os corposal’#&guns microrganismos que sempre

sdo encontrados no material fecal séo utilizadasocmdicadores da presenca de patégenos,
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pois é técnica e economicamente impraticavel acdéte de todos os microrganismos
passiveis de serem encontrados em aguas (Tozég, 1999

2.5.1 Bactérias

As bactérias coliformes sdo tipicas do intestinandmo e de outros animais
homeotermos (mamiferos e aves em geral) e, paregstsempre presentes no excremento
humano (100 a 400 bilhdes de coliformes/hab.diggem de simples determinacdo, séo
adotadas como referéncia para indicar e medir @dgza da contaminac¢&Silveira, 2004).
Portanto, elas sdo o que chamamos de um organisticador. Algumas bactérias coliformes
nao transmitem qualquer doenca, mas outras podethéta ser causadoras de algumas

doencas de veiculacao hidrica.

Salmonella typhibactéria responsavel pela febre tiféide, molégt@nhecidamente
transmitida pelas aguas, Salmonella paratyphicausadora da febre paratifoide, também
disseminada por aguas, sdo exemplos de bactérimgépacas. Outras linhagens de
coliformes podem ser patogénicas, quando presentesutras partes do corpo humano. Por
exemplo, a bactérigscherichia coli chamada de enterotoxigéniéauma importante causa
de diarréias, infec¢des urinarias e meningites Gyotow et al., 2006).

Seria demasiadamente trabalhoso e custoso re#étidas as analises de forma a
determinar a presenca ou ndo dos diversos orgasipatogénicos na dgua e no esgoto. Por
isso, se utiliza a presenca de coliformes, como iadicador do seu potencial de
patogenicidade (Jordao e Pessba, 1995; Silveifs)20

A Portaria 518 de 25 de marco de 2004 do Minstéa Saude determina, como
padrdo microbiolégico de potabilidade para conshomano, a auséncia &scherichia coli
ou coliformes termotolerantes em 100 mL da amodéradgua analisada. Verifica-se que
raramente ocorrem casos de distarbios gastroinééstem populacdes abastecidas com aguas
que obedegcam a esse padrdo. Para o lancamentogomseslomésticos, a Resolugéo
CONSEMA 128/2006 estabelece o méaximo d& NMP/100 mL deEscherichia coliou a
comprovacdo de uma eficiéncia de 99% de remocate degrorganismo, numa vazao
superior a 10.000 ffuia.
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Os principais indicadores de contaminacéo fecalurnente utilizados sao coliformes
totais, coliformes fecais, denominados de colif@rtermotolerantes, Escherichia coli O
grupo de coliformes totais constitui-se em um geagnaipo de bactérias que tém sido isoladas
de amostras de aguas contaminadas e solos pokiid@és poluidos, bem como de fezes de
seres humanos e outros animais de sangue quengeup® compreende bactérias Gram
negativas, fermentadoras de lactose, ndo formaderasporos e que se desenvolvem a 37°C.
Esse grupo foi muito utilizado como indicador, @towua a ser utilizado em algumas areas,
embora as dificuldades associadas com a ocorr8adiactérias nao fecais seja um problema
(von Sperling, 2005).

N&do existe uma relacdo quantificavel entre coties totais e microrganismos
patogénicos. Os coliformes totais poderiam ser mémados de coliformes ambientais, dada a
sua possivel incidéncia em aguas e solos ndo covadas, representando, portanto, outros
organismos de vida livre e ndo intestinal. Por estdo, os coliformes totais ndo devem ser
utilizados isoladamente como indicadores de comagdio fecal em aguas superficiais (von
Sperling, 2005).

Os coliformes termotolerantes sdo um grupo deéhastindicadoras de organismos
originarios predominantemente do trato intestinainno e de outros animais. O grupo
consiste num subgrupo das bactérias do grupo ooifajue fermentam a lactose a 44,5
0,2°C em 24 horas. A quantidade destes na agualiestamente relacionada com riscos de
contrair doencas gastrointestinais. Este grupogprégem unicamente fecal, compreende o
géneroEscherichiae, em menor grau, espéciesklebsiella Enterobactere Citrobacter A
bactériaEscherichia colié a principal representante do grupo de coliforfeeais, presente
em fezes humanas e animas em percentuais que vanae 94 e 96% (Cerqueira et al.,
1998). Essa bactéria é encontrada em esgotosneEffugratados e aguas naturais sujeitas a
contaminagdo recente por seres humanos, atividagexpecuarias, animais selvagens e
passaros (WHO, 2004). A sua deteccao laboratobakéante simples, principalmente devido

aos recentes métodos fluorogénicos.
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2.5.2 Virus

Organismos indicadores convencionais sdo adequama aguas altamente
contaminadas, como esgotos domésticos com cong@esranaiores que 10IMP/100 mL.
Contudo, a natureza dos poluentes vem se alterandlmngo das décadas, tornando-se

necessaria uma nova énfase na identificacdo dalgdaldas aguas.

Os virus entéricos sao alvo da preocupacao dodosstiobre a eficiéncia dos sistemas de
tratamento de esgoto e de reuso da agua, quanoittea doluente sdo as fezes humanas, pois
possuem umaaior resisténcia a estes tratamentos, em relaggoadiformes. Por isso, varios
pesquisadores sugerem a inclusdo desses microrgenomo indicadores de risco devido a
gravidade das doencas causadas por esse tipo aé¢e,atpncando a preocupacédo da
possibilidade de sua transmissdo direta ou indiretdée através de aguas de esgoto
contaminadas (Queiroz, 1999; Moce-Llivina et 8002, Moceé-Llivina et al., 2005; Sobsey et
al., 2005; Jiang et al., 2007).

A pesquisa de virus na agua iniciou apés a ocogéle um surto de hepatite E em
Nova Délhi, india, em 1956, como conseqiiéncia adacoinacdo do sistema de tratamento
da agua por patégenos virais provenientes do esgetca de 60% da populacdo, abastecida
de 4guas aparentemente satisfatérias do pontcstiede coliformes, foi infectada pelo virus
da hepatite E. A agua era submetida a pré-sedig@mtaoagulacéo e floculagdo com sulfato
de aluminio, decantacédo por seis horas, filtragédfikros rapidos de areia e pos-cloracao
com cloro combinado, e os reservatorios de disg@tmude agua na cidade apresentavam 0,15
a 0,20 mg/L de cloro residual. Somente foi poupddainfeccdo a populagdo que era
abastecida com &guas de uma estacdo de tratameatanguia pré-cloracdo no seu

tratamento e utilizava cloro livre, no lugar derolcombinado (Branco, 1986).

Depois desse episodio, tiveram inicio os estudmsamea da virologia aquatica,
atualmente denominada virologia ambiental (Bosc®®98L O teor de cloro ativo, que
permanece apos a cloracdo, garante a qualidadekioidgica da agua, desinfetando
tubulacdes percorridas pela agua. E recomendaddrasil, de acordo com a Portaria
1.469/2000 do Ministério da Saude, que, apos achar, a agua deve conter o teor minimo de
cloro residual livre de 0,5 mg/L, sendo obrigat@imanutencdo de, no minimo, 0,2 mg/L em

qualguer ponto da rede de distribuicdo. A pré-cl@oaauxilia a eficiéncia da coagulacdo e
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floculagdo com sulfato de aluminio e, o cloro ljivepresenta eficiéncia germicida bem

superior ao cloro combinado.

O seguimento dos estudos possibilitou que fossagadas as rotas mais comuns de
transmissdo de doencas (figura 2): mariscos quaesenvolvem em aguas contaminadas,
culturas vegetais que crescem em terras irrigagl@sefluente ou sao fertilizadas com lodos,
aguas recreacionais e demais que sao consumidddocecentaminadas por virus (Metcalf et
al., 1995). Com a determinacdo das possiveis nzne€io acesso destas particulas até a
populacao, tecnologias que objetivassem a detedc@loem amostras ambientais puderam
ser desenvolvidas e aprofundadas.

Excrecdo Humana
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Figura 2: Rotas de transmisséo de virus entéric@mbiente. (adaptado de Metcalf et al., 1995).

2.5.2.1 Métodos de concentracao e deteccao de ®im@sicos em amostras ambientais

Os diversos métodos desenvolvidos refletem a tfaasilos procedimentos para o
isolamento de virus. O primeiro método desenvol¥@ddaseado na inducdo de doengcas em
cobaias animais para posterior deteccao da exiagténcndo de efeitos citopaticos em teste

culturas celulares. No entanto, algumas particuless ndo apresentam este efeito no
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referido teste, como o virus da Hepatite A ou dowddk (Garrafa, 2009). Posteriormente,
técnicas baseadas em métodos imunoldgicos também ftestadas. Estas metodologias,
também, ndo foram muito bem sucedidas, pois, de@amprocedimento de analise, se perdia
parte da sensibilidade requerida para deteccdo aibeash quantidades de virus, que

efetivamente sdo esperadas em amostras ambientais.

Assim, a preocupacdo com a saude e seguranca ddagip alertou para a
necessidade do desenvolvimento de novos testes, difementes abordagens. Os novos
procedimentos necessitavam ser rapidos, sensiasperificos, além de ser quantitativos e,
preferencialmente, aptos para distinguir virusdafesos dos nao infecciosos (Metcalf et al.,
1999). Assim, ndo atendendo somente ao requisitdeterminacdo de infectividade, os

meétodos moleculares séo utilizados preferencialeneatdeteccédo do genoma viral.

As etapas basicas para a analise virologica da s@mamostragem, concentragao,
descontaminacdo e/ou remocéo de inibidores e deteegpecifica (Bosch, 1998). Para
deteccao de baixas quantidades de virus, sdo doteggandes volumes das mesmas. Depois,
€ necessaria uma metodologia distinta para a sgmadas particulas virais da amostra e a

concentracdo em volumes reduzidos, para posteréisa molecular.

O métodoViradel, por ter sidanuito aperfeicoado, foi incluido retandard Methods
for Examination of Water and Wastewaté&tualmente,& a técnica mais empregada para a
concentracdo de virus entéricos. E baseada naidagacde adsorcdo dessas particulas a
filtros de celulose microporosos e carregados ipasibu negativamente, para posterior
eluicio em solugcbes protéicas. A utilizacdo de mmands eletronegativas tem o
inconveniente da realizacdo de uma etapa préviacikficacdo da amostra, o que pode
ocasionar a inativagdo de alguns virus, visto gteseparticulas sdo sensiveis a faixas de pH
baixo (Bosch et al., 2005). Ja as membranas etitigas tém sido utilizadas com éxito,
pois em conjunto com a purificacdo com Vertrel®ob&iveram resultados satisfatérios em

relacdo a remocdao de inibidores de PCR (Queirak,62001).

Devido ao grande volume de solugéo eluente utiéizam método de filtracdo-eluicéo,
este requer uma etapa adicional de reconcentrdgeBominada ultrafiltracdo, condensando os

microrganismos em pequenos volumes (Queiroz, 1999).
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A anélise molecular mais empregada é a Reacio e@idCda Polimerase - PCR. E
baseada em uma amplificacdo enzimaiitajtro, de acidos nucléicos marcados diretamente
por um par de oligonucleotideos especificos. Comepeeticdo dos ciclos na reacédo, sao

conseguidos cerca de®tpias do DNA original.

No caso de virus que possuem RNA como materialrgeod primeiro deve haver a
sintese do cDNA, pela reacdo de transcricdo revBita reacdo de amplificacéo realizada
em duas etapas é denominada Transcricdo Reverszadeaia da Polimerase (RT-PCR). A
sensibilidade da técnica de PCR facilita a detectfibaixas quantidades de DNA e RNA
presentes. Esta metodologia, além de ser capazcdatear particulas que nao detectaveis em
cultura celular, é capaz de determinar tipos viespecificos (Bosch, 1998; Jiang et al.,
2001). Abbaszadegan et al. (2003) analisaram 448staas de aguas subterrdneas dos
Estados Unidos, e revelaram que 141 amostras (3xg&sltaram positivas para a presenca
de virus entéricos, analisados por RT-PCR, enquamtoas 21 amostras (4,7%) resultaram

positivas por deteccado de infectividade viral pdtura celular.

Uma variagdo da técnica de PCR, denomimededPCR, aumenta a sensibilidade e
a especificidade de detecgcdo do &cido nucléicontdeeisse, pois se utilizam dgsimers
internos para sua realizacao (Abbaszadegan e9@8).1Jiang et al. (2001) comprovaram em
seu estudo que a técnica de ultrafiltracdo comhbirtainnestedPCR é um método efetivo

para a deteccdo de adenovirus humanos de uma ardes20 litros.

A analise de PCR requer a a¢do conjunta de enzn@sfatores para sua efetiva
realizacdo. O principal exemplo é relacionado aweto funcionamento da enzima DNA
polimerase, que requer a presenca de ions livresagmésio (Vivantis, 2006). Entretanto,
juntamente com 0s virus, substancias que prejudicaninibpem a analise de PCR sao
concentradas (Bosch, 1998). As amostras ambiectaiem uma grande variedade de destas
substancias, como acidos humicos, polissacaridémssede ferro e aluminio, que podem se
adsorver a enzimas ou agir como quelantes do céiialente Mg*, podendo interferir
quimicamente em seus sitios ativos e/ou ligandaeseions livres de Mg impedindo os
seus funcionamentos corretos (Abbaszadegan &98B). Por isso, procedimentos adicionais
necessitam ser realizados a fim de se removerilosiones, se analises moleculares forem

aplicadas para a deteccao viral (Bosch, 1998).
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Tendo em vista a vantagem em relacdo a sensiBlidadespecificidade da
metodologia, técnicas moleculares falham na di@tingntre particulas infecciosas das néo
infecciosas, o0 que pode ter importancia signifi@tia virologia ambiental. Tal importancia é
relacionada a capacidade do virus de infectar smpedeiro especifico, e entdo ser
considerado um verdadeiro agente etioldgico. Azatiio de linhagens celulares suscetiveis a
suportar a propagacao de uma ampla variedade @ efitéricos permite a replicagdo viral
em cultura celular. Este objetivo cumpre dois psipd: o aumento do numero de copias do
acido nucléico alvo, o que facilita a posterioredgeéio por PCR, além da incorporacdo do

ensaio de infectividade viral (Bosch, 1998).

Sempre que possivel, a utilizacdo combinada dascté&cde cultura celular e PCR
oferece maiores vantagens do que as metodologikzadds separadamente. Além de
determinar se as particulas virais estdo ou nas aptnfectar o seu hospedeiro especifico e
facilitar a deteccdo no teste de PCR, a diluiciamastra pelo meio de cultura também
fornece uma reducédo do efeito de compostos tox@ooscultura de células e substancias
inibidoras de PCR (Bosch, 1998; Ballester et &l05).

2.5.2.2 Epidemiologia dos virus entéricos

Os virus entéricos, como 0s enterovirus, rotayirirsas da hepatite A e E, e alguns
tipos de adenovirus, sdo excretados nas fezesienaade individuos infectados em grandes
guantidades (Schwartzbrod, 1995; Mehnert & StedR93). Segundo revisao realizada por
Tavares et al. (2005), os virus entéricos sdo easpde contaminar direta ou indiretamente

aguas destinadas ao consumo humanao.

A presenca destes patdgenos em aguas ou alinemtasninados por residuos fecais,
provenientes de descargas de esgotos, tem codtilpdra a ocorréncia de doengas em
individuos suscetiveis, tais como paralisias, nggtes, doencas respiratorias, gastroenterites,
miocardites e infec¢bes ocular@duscillo et al., 2008) A dose infectante destes agentes €

extremamente baixa, podendo variar de uma a deades infecciosas.

Os virus entéricos podem permanecer viaveis enpialenente infectantes durante
varios meses na agua, resistindo a condi¢cbes ataisieadversas, embora ndo se

multipliguem, pois sdo parasitas intracelularesigaltérios (Tavares et al., 2005). Alguns
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podem resistir a processos de tratamento de 4gsgato aplicados no controle bacteriano,
inclusive cloracéo (Alwood et al., 2003). Bofill-&t al. (2006), utilizando a técnica de PCR
quantitativo, avaliaram a presenca de adenovirpsliemavirus humanos em efluentes de
esgotos tratados, demonstrando que 0s mesmos rdprasema alta estabilidade nesse
ambiente. Devido a essa maior resisténcia, ascpkasi virais ndo apresentam nenhuma
correlagdo em termos qualitativos e quantitativas ©s atuais indicadores bacterianos de

contaminacao de aguas (Tavares et al., 2005).

Um estudo realizado por Orlandi et al. (2006), Barto Velho (RO), indicou
enterovirus como o maior responsével por diarréiascriancas de até seis anos. Das 470
criancas que apresentavam diarréia aguda, 30%eapaesm contaminacao por enterovirus,

sendo adenovirus um dos principais virus encordgrads fezes.

Uhnoo et al. (1984) determinou em seus estudos agiemovirus sdo fortemente
relacionados com gastroenterites infantis. Vermal.e2009) relatam em seu trabalho que
associacoes de enterovirus, calicivirus, astrovéruslenovirus sao fortemente reportadas a
surtos esporadicos de diarréias, em todo o munala Becchia & Spilki (2009), em andlises
de amostras de aguas de rio, de estacOes de tnabaragua mineral e efluente de origem
pecudria, encontraram prevaléncia na presenca efewtdus e enterovirus, em relagdo aos

outros virus estudados.

Em estudos recentes, tem sido evidenciada a prevalée adenovirus, em relacdo
aos demais virus estudados, em diferentes ambiaggquésicos, como efluentes, rios e mares e
suprimentos de agua potavel (Pusch et al., 2005scitu et al., 2008). Pela grande
quantidade encontrada nas amostras e sua pergsggnamostras de agua, alguns autores
tém sugerido a utilizagdo de adenovirus como peksimodelo de virus entéricos humanos,
presentes em aguas contaminadas (Jiang et al., BOlill-Mas et al., 2000, Pifia et al, 1998;
Martins, 2006).

2.5.2.2.1 Caracteristicas dos enterovirus

De acordo com o Comité Internacional de TaxonongaVitus (ICTV), o género
Enterovirus pertencente a famili®icornaviridae E constituido por enterovirus humanos
(tipos A a D), rhinovirus humanos (A, B e C), eatgrus bovino e suino (B), e enterovirus
simio (A) (ICTV, 2010).
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O virion apresenta forma esférica, ndo possui epeeltem capsideo constituido por
12 capsomeros (60 protomeros) densamente empasptigimetria icosaédrica e mede de
24 nm a 30 nm de diametro. Cada protomero é compastquatro poliproteinas estruturais:
VP1, VP2, VP3 e VP4, sendo a VP1 mais superfici@sponsavel pela ligacdo do virus a
célula hospedeira e a VP4, mais interna e assoeiad&cido nucléico. O genoma viral é
formado por uma molécula linear de RNA de filamesimples com polaridade positiva
(Palacios & Oberste, 2005).

Enterovirus possuem diversas regides gendmicameaita conservadas, entre 0s
varios tipos de virus do mesmo género. Deste madscolha d@rimers para tais regides
permite a amplificacdo das seqUéncias da maiosavidos deste género simultaneamente,
dando mais validade ao teste para identificacateslesrus. A disponibilidade de sequéncia
de dados para todos os membros do género permitifeenciacdo dos virus, baseado,
principalmente, na seqiéncia do acido nucléicooresjvel pela codificacdo da proteina VP1
do capsideo (Palacios & Oberste, 2005).

Dos 89 sorotipos conhecidos de enterovirus, 64eabecidos por infectar humanos
(Palacios e Oberste, 2005). De maneira geral, Isdonados por longos periodos através das
fezes (um més ou mais) e, normalmente, causamgédscassintomaticas, embora também
possam causar paralisias, meningites ou cardionid@p&ao encontrados em todas as partes
do mundo e estdo amplamente distribuidos durardeoointeiro, porém com uma maior
freqUiéncia no verao e no outono em paises de téimperado (Melnick, 1996; Tavares et al.,
2005).

2.5.2.2.2 Caracteristicas dos adenovirus

Adenovirus humanos pertencem a famfidenoviridae que pode ser dividida em
cinco génerosSiadenovirusMastadenoviruslchtadenovirusAviadenoviruse Atadenovirus
(ICTV, 2010).

O géneroMastadenovirug dividido em 22 espécies: adenovirus humanos @, a
adenovirus bovino (A a C), adenovirus canino, adiea® eqlino (A e B), adenovirus murino
(A e C), adenovirus ovino (A e B), adenovirus syid@a C), adenovirus simio e adenovirus
de réptil (ICTV, 2010). Os adenovirus humanos di&midos em sete subgéneros (A a G)

(ICTV, 2010), baseados na homologia de DNA e peglailes bioldgicas e bioquimicas. Sao



33

0s Unicos virus entéricos humanos que contém DNAezmde RNA, tendo assim, uma maior
estabilidade quando expostos ao ambiente, quanmdparados a virus de RNA (Jiang et al.,
2001). A estabilidade desses virus também é detadai pelas suas caracteristicas
estruturais, ou seja, capsideo protéico, o arremjbormacional do hexon e a estabilidade do

conjunto formado pelo penton e a fibra (Martin)@0

S&o virus nao envelopados, com capsideo e 17 waplsideos protéicos de simetria
icosaédrica, com diametro entre 70 e 100 nm. Oidep® formado por 252 capsémeros, dos
guais 240 séo estruturas denominadas hexon queroms 20 faces triangulares, e 12 séo
estruturas denominadas penton, que formam os e®rto icosaedro (Oliveira, 1994). O
hexon é uma proteina trimérica, formada por molészulo polipeptideo Il fortemente
associadas (Horwitz et al., 19@pud Martins, 2006). O penton é formado pelo polipegtid
IV, projetando um trimero desse polipeptideo quecaestitui na fibra (van Osstrum e
Burnett, 198%apud Martins, 2006). O DNA dupla-fita linear codificana DNA-polimerase-
DNA-dependente. A regido do DNA que codifica o heypossui uma parte variavel que se
define pela antigenicidade viral e outra regidotmmaonservada que define pela estrutura do

capsideo viral (Martins, 2006

A regido que codifica as proteinas do capsided @iatamente conservada entre os
membros da familid&denoviridae(Silva et al., 2009). E, por isso, a escolhgdmers para
esta regido permite a identificacaotdeéos os 51 sorotipos de adenovirus de humanogi(iglar
2006).

Alguns sorotipos de adenovirus humanos, como 40d{HA) e 41 (HAdV41), do
espécie F, sdo denominados adenovirus entérig#) es Unicos responsaveis pela maioria
dos casos de adenovirus associados a gastroentenitecriancas, além de ocuparem o
segundo lugar em termos de importancia no estabmdato de diarréia em nosso pais. Além
disso, HAdV40 e HAdV41 possuem uma estabilidadedm ale agentes fisicos e quimicos,
possibilitando uma permanéncia prolongada no nrelmente (Enriquez et al., 1995). Outros,
em espécie B, sdo responsaveis por 5-10% de doessgasatorias em criangas e conjuntivite
(Albinana-Gimenez, 2009

O comportamento dos microrganismos em efluentegstiecoes de tratamento de

esgotos pode ser influenciado por diversos fatodesitre eles, a presenca de solidos.
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Gongalves (2006) descreveu uma estabilidade maiofrds em relacdo as bactérias no meio
ambiente, devido a sua adsorcdo a particulas eperss&o. Martins et al. (1991) justificam

esse comportamento pelo fato dos virus adsorverais facilmente as particulas do solo do
que as bactérias. Segundo a revisao realizada pignéh et al. (1998), se o virus néo é
inativado em esgotos, a sua remocdo da fase liggiddtamente dependente de sua
capacidade de interagdo com a fase solida, o clmfeadmeno de adsorcédo. Bradford et al.,
(2006) estudaram o comportamento do transportdrde m aguas com poluicédo fecal, com
e sem solidos, e verificaram que os sélidos reténpaaticulas virais, e o transporte das
mesmas € dependente destes solidos presentes,dpoden controlados por deposicéao,
ocorrendo pouca inativacdo dos virus. Na auséneiasalidos, o transporte viral é

independente e se caracteriza por ser mais efetivo.

Todos os contaminantes da agua, com excec¢ao des gjgsolvidos, contribuem para
a carga de solidos. No entanto, a matéria orgamnatitui cerca de 50% da quantidade de
sélidos totais presentes e de 72,5% da quantidad@lalos em suspensdo, ambos presentes

em esgoto bruto (von Sperling, 2005).

Devido & maior prevaléncia de matéria organica caoustituinte dos sélidos em
suspensao, acredita-se que ela também interfiratadiente no comportamento dos
microrganismos presentes em esgotos sanitariosis&mr pode-se relacionar a variagcdo da
demanda bioquimica de oxigénio, como principal ciedde matéria organica, com o

comportamento de microrganismos e verificar sethd@dm uma real interferéncia.

Além dos solidos em suspensao e da demanda biaguitei oxigénio, a turbidez
também influencia na acdo de bactérias e virusreAgmca de materiais em suspenséo € a
causa da turbidez nas aguas e gera uma sérieaevémientes, principalmente relacionados
ao processo de desinfeccdo. A eficacia desse pmesta relacionada a auséncia de turbidez,
pois as particulas presentes em aguas turvas egitanos microrganismos sejam inativados
(Amaral et al., 2006).

A menor eficiéncia da agdo da luz solar sdBseherichia coli nas amostras de agua
com turbidez elevada (maior que 200 NTU), estarafemda a baixa penetracdo da radiacéao
ultravioleta, ja que menos de 1% de sua total érth penetra mais do que 2 cm em sua

superficie, o que diminui significativamente a agdo germicida (Joyce et al., 1996).
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O comportamento dos microrganismos também podarvan relacdo a sazonalidade.
Este pode ser mais um parametro divergente entengortamento de virus e bactérias,
contudo, pode ser um ponto em comum entre compernmde bacteriofagos e virus
entéricos. Noble e Fuhrman (2001) e Jiang et aD0%) associaram altos indices de
indicadores bacterianos a periodos chuvosos eamelgue, ao contrario dos indicadores
bacterianos, genomas virais humanos sdo encontesosaior quantidade em tempo seco,
quando comparados a periodos chuvosos. Cardosd €1982) relatam uma maior
estabilidade de alguns enterovirus frente a cliseass. Ballester et al., (2005) encontraram

maior prevaléncia de virus entéricos totais na aviara.

2.5.3 Colifagos como indicadores de qualidade daag de esgotos

O indice de coliformes ainda € o parametro micildbioo correntemente utilizado
para avaliar a qualidade dos diferentes tipos da.dgo entanto, devido a maior resisténcia
de particulas virais aos processos de tratameraofrequente presenca destes em fezes
humanas e esgoto, a deteccdo de niveis de baatg#dfsomaticos (virus que infectam
bactérias via membrana celular externa), na agliddaopor esgoto, tem sido proposta por
diversos autores como uma forma de avaliar o migetdontaminacdo da mesma (Cole et al.,
2003; Moceé-Llivina et al., 2003; Mocé-Llivina et,a2005; Jiang et al., 2007; Love e Sobsey,
2007). De acordo com Schwartzbrod (1995), o indicadral ideal precisa satisfazer as
seguintes condigoes:

1. Estar sempre presente quando o virus entériceesgtigsente;

Sua incidéncia e persisténcia necessitam ser siandas virus entéricos;
Sua contagem deve ser uma estimativa do numerudepatogénicos presentes;
Deve estar presente em grandes quantidades, calo@ea virus entéricos;

o b~ N

Necessita ser resistente a pressdes ambientaisiefetigntes, como 0s virus

entéricos;

o

Precisa ser ndo patogénico e ter facil quantifcaca
Deve ter facil deteccdo em todos os tipos de aasstr

Visto as condi¢cbes, autores (Paz-y-Mifio, 2003;ré%xd et al., 2003; Duran et al.,
2002; Feng et al., 2003; Havelaar et al., 1993,nBlels, 2006, LeChevallier et al., 2006,
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Arrgj et al., 2005) sugerem a inclusdo de bactegid$ como indicadores de poluicdo e como

possivel modelo do comportamento de enteroviruesgutos sanitarios.

Trés grupos basicos de bacteriofagos tém sidooptop para serem candidatos de
virus entéricos: colifagos somaticos, bacteriofagogspecificos ou FRNA, e fagos que
infectam Bacteroides fragilis Os bacteri6fagos que infectaBEscherichia colie outros
coliformes sdo chamados de colifagos, e sdo o gdgpdacteriéfagos mais homogéneo

(Leclerc et al., 2000) e o que sera analisado esente trabalho.

Autores citam as semelhangas de virus entériamifagos em relacdo ao tamanho,
resisténcia a tratamentos e densidades em esgot@mnostras sépticas. Em adicdo, os
colifagos sao encontrados em grandes numeros no amebiente (Pedroso et al., 2003;
Havelaar et al., 1993; Bosch, 1989, Jiang et 8012 Arraj et al., 2005). Outras pesquisas
relatam a persisténcia de fagos no ambiente (Ree@tosl., 2003; Sobsey et al., 2005; Pillai,
2006). Além disso, apresentam uma metodologia siaiplificada e podem ser ensaiados
apenas com uma fracdo do custo que € necesséaiogadizacdo de ensaios tipicos de virus

entéricos.

No entanto, alguns autores relatam alguns prolderaautilizagéo de colifagos como
indicadores. Muniesa & Jofre (2004) citam que, de\d multiplicacdo de fagos no ambiente,
sua utilizacdo como indicadores ndo € convenieH®. et al., (2003) n&o encontrou
correlacdes entre virus entéricos humanos e ossnde concentracdo de colifagos, nas
amostras de aguas de superficie analisadas. testlal., (2000) descrevem que colifagos
somaticos ndo sdo considerados bons indicadonsssgus hospedeiros muitas vezes nao tem
procedéncia fecal devido as diversas fontes naaisfede bactérias coliformes. Assim,
justamente por ndo haver uma definicdo a respaitmdfiabilidade da utilizagéo de colifagos
como indicadores de virus entéricos em amostraseatals, trabalhos que visam esclarecer

este viés sdo de suma importancia.

Tanto bactérias como virus sdo causadores de skr@as;as. Porém, o controle de
doencas bacterianas veiculadas pela agua tém sade efetivo devido ao sucesso da
inativacdo das bactérias durante o tratamento da agsgoto, ja que ha muito se conhece
sobre estes microrganismos, seu metabolismo ecomatcdes ideais de sobrevivéncia. Em

relacdo aos virus, o mesmo néo é reciproco (Taeaeds 2005). Por isso, faz-se necessario o
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estudo do comportamento entre microrganismos, ipahmente virus, e em relagdo a
parametros fisicos e quimicos em Estacfes de Teatande Efluentes, principalmente entre

o afluente e o efluente final.

Héa décadas ja se sabe das enfermidades causaddsupag que sdo veiculadas pela
agua. No entanto, ndo € previsto, em nenhuma dedislbrasileira, 0 monitoramento destes

em aguas (Tavares et al., 2005).

Sabe-se que a deteccdo de virus entéricos é uneatéelativamente custosa, quando
comparada com a metodologia de contagem de cdifggns além de necessitar habilidade
técnica para sua realizacao, necessita tambémrides efapas subseqgientes, equipamentos e
reagentes especificos. A andlise de colifagos semio reconhecida como uma alternativa
para este impasse, ja que é uma técnica baratééeidexecucéo (Pedroso et al., 2003). Para
que essa andlise seja valida, € necessério queelseegam as divergéncias a respeito desde

microrganismo, se é ou ndo um indicador potencial.

Também, é necessario avaliar as correlacbes etasteantre colifagos e virus
entéricos, a respeito do seu comportamento enteefr@nte a diferentes condi¢des climaticas.
Além disso, é interessante também avaliar se hdmegcorrelagdo entre a presenca de
colifagos e aqueles fatores fisicos e quimicossguacredita que contribuam para uma maior
retencdo e manutencdo da infectividade dos mesmogue costumam ser analisados
rotineiramente nas EstacOes de Tratamento de EsgbDissa forma, poderemos talvez
sugerir um procedimento que seja viavel e maisefie andlise de contaminacgéo fecal e que
possa ser efetivamente utilizado como indicadoguidade de aguas e de eficiéncia de

tratamento de esgotos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a viabilidade de emprego de colifagos comdicador viral em efluentes

tratados, a partir da analise de correlacdo dosmmwgesom enterovirus e adenovirus.

3.2 Objetivos especificos

» Estabelecer uma relacdo de qualidade microbiolégiche os diferentes efluentes
estudados e os processos de tratamento utilizados;

« Detectar e quantificar colifagos presentes nas ttawde efluente bruto, efluente do reator

UASB e efluente do processo de lodo ativado;

» Avaliar a existéncia de correlacao entre colifagsctérias coliformes;

» Correlacionar colifagos e demanda bioquimica dgéno, solidos totais e turbidez, em

afluente bruto e efluentes tratados por lodo atvadeator UASB;

» Verificar a influéncia da temperatura e do regime/ipmétrico sobre o comportamento

dos colifagos;

+ Detectar a presencga de enterovirus por RT-PCR mouaitas pomestedPCR, em esgoto

sanitario bruto e tratado, por processo de lod@dd e por reator anaerdobio do tipo UASB.
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4 METODOLOGIA

4.1 Procedimento e local de coleta das amostras

O estudo foi conduzido com amostras de esgotdasenicoletadas na Estacdo de
Tratamento de Esgotos Sdo Jodo Navegantes, dotBmeato Municipal de Agua e Esgotos
(DMAE), em Porto Alegre. Foram coletadas amostraaftlente bruto a ETE, bem como de
efluentes tratados provenientes de dois processistas:

1. Processo anaerébio empregando reator de mantalae de fluxo ascendente

(reator UASB) com volume de 18,3 ms3, operando cam tempo de detencdo

hidraulico (TDH) de 12 horas. Reator este que éepda unidade experimental do

Instituto de Pesquisas Hidraulicas da Universidedderal do Rio Grande do Sul

(IPH/UFRGS), em conjunto a uma lagoa de maturagin ¢olume de 300 ms,

operando com TDH de 10 dias, conforme mostradaguaaf 3.

A lagoa de estabilizacdo, da unidade experimefdaldesativada prematuramente,
devido a problemas operacionais e hidraulicos, dimgl® que uma analise criteriosa dos

dados do efluente fosse realizada.

@ Punto de coleia eflaente bruto
{2 Ponta de colera effnemte matada do veatar TASE
@ Ponta de coletn efluente da lagen de matwar fo

Unidmiles Fxpernnentas
Gradeamenta UAYE [FH UFR{:%
Effuente
Bruta — © Caixa de Areia
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Figura 3: Fluxograma das unidades experimentalR8JFRGS, instaladas na ETE S&o Joéo
Navegantes. Porto Alegre 2006.
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2. Processo aerébio de lodo ativado, principal tratdmeda referida ETE,

conforme figura 4

Fio
@ Panta de coletn efluente bruto }
@ Ponto de colera efluente matado do lado ativado /
. {
Effwente = E;-iz: A;‘;:;H i j é_i
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[ Loda [ngends

v
Alorre

Sanstans Iugestor de
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Figura 4: Fluxograma geral da ETE S&o Joao NavegdDIMAE). Porto Alegre 2006.

As amostras foram colhidas durante o periodo deojute 2006 a junho de 2007. A
coleta de amostra foi realizada semanalmente, mo a manhd. Uma aliquota de 100 mL
de cada amostra foi coletada e enviada a Divisd®@edguisa do DMAE, para realizacdo da
analise de colifagos. Para as andlises fisicasnicas, e bacteriolégicas, foram coletados
vinte e dois litros de cada amostra e encaminhatad aboratério de Saneamento do
IPH/UFRGS. Também foi realizada a primeira etapacaolecentracao viral a partir desta

amostragem, no mesmo laboratorio.

A metodologia de reconcentracdo por ultracentrifdga foi realizada no
Departamento de Bioquimica/lUFRGS, em janeiro/2@0% identificacdo molecular e teste
de infectividade no Instituto de Ciéncias Bioméditada Universidade de S&do Paulo (ICB-
[I/USP), em novembro e dezembro/2009.

Foram analisadas 99 amostras coletadas durantdcalpele estudo: 33 amostras de
afluente bruto, 33 de efluente de reator UASB ed&3efluente de lodo ativado, para
determinacdo da quantidade de colifagos e colifsrymeém da caracterizacdo fisico-quimica,

com os testes de DBOso6lidos totais e turbidez.
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Para analise molecular e teste de infectividadeniotestadas 36 amostras, também
coletadas durante o periodo descrito: 12 amostafldente bruto, 12 de efluente de reator
UASB e 12 de efluente de lodo ativado.

4.2 ldentificagdo e quantificacdo de coliformes tais e coliformes fecais na amostra

Para deteccdo de coliformes totais, substratasagénicos, como orto-nitroferfs-
galactosideo (ONPG) ou cloroferfdlgalactosideo (CPRG) foram utilizados para a détecg
da atividade da enzinfxgalactosidade, que é produzida por bactérias desp®. A enzima
B-galactosidase hidrolisa o substrato e produz uoanmca de coloracéo, indicando um teste
positivo de coliformes totais em 24 horas (ONPGR8uhoras (CPRG), sem procedimentos

adicionais.

Para coliformes fecais, foi utilizado um substréltcorogénico, como o 4-metil-
umbeliferilf3-galactosideo (MUG), para a deteccdo da atividaderdimap-glicuronidase,
gue é produzida pdEscherichia coli A enzima-glicuronidase hidrolisa o substrato e gera
um produto que fluoresce quando exposto a luzvidiieta. A presenca da fluorescéncia

indica um teste positivo paEscherichia coli

A identificacdo e quantificacdo de coliformes fecaitotais foi realizada de acordo
com Standard Methods for the Examination of Wastewg&&HA, 2005).

Para a determinacdo de coliformes totais eEdeherichia colipelo substrato
cromogénico-fluorogénico-hidrolizavel, 100 mL dasd amostras mais diluidas de cada uma
das amostras dos diferentes pontos de coleta foratarados ao meio de cultura Colilert
(IDEXX), ap6s homogeneizacédo, toda a mistura éteaidla para uma cartela Quantitray, que
€ selada em seladora especifica. Em seguida, i@sasasédo incubadas a 35°C por 24 horas.
Passado o periodo da incubacdo, o nimero de coéifototais € indicado pelas células da

cartela Quantitray que apresentam coloracao amarela

O numero dée. coli é determinado pelo nimero de células da carteaagresentam

fluorescéncia, quando a mesma for exposta a rdicsvioleta. Tanto na determinacdo da



42

quantidade de coliformes totais como naEecoli, se faz uso de consulta subseqiente a
tabela especifica, que determina o nUmero maishpsebdestes organismos.

4.3 ldentificacdo e quantificacdo de colifagos naraostra

A analise foi realizada utilizando-se 0 métod@@ueamento com dupla camada de
meio solido, de acordo comSiandard Methods for the Examination of Wastewga&HA,
2005), que descreve o procedimento mais comunceeme para analise e quantificacdo de

fagos. Foi utilizada a cepa hospedeird&deherichia colil3.706.

Inicialmente, as bactérias mantidas em estoqueosib laboratério foram inoculadas
em 3 mL de meio de cultura liquido (TSBT+yptone Soy BrothMerck ou semelhante) e
incubadas a 37°C por 18-24 horas para reativacBardgmas. Essas bactérias sdo o pré-
inoculo, o qual foi preparado um dia antes de eglizado o procedimento para quantificacédo

dos colifagos.

No dia da analise, foram utilizados 1,5 mL do ipdeulo para inocular 30 mL de
meio de cultura liquido em um frasco Erlenmeyet2®& mL, o qual foi incubado por 4 horas
37°C com agitacdo. Para cada amostra, foram fe#asavaliagbes: amostra ndo diluida e
diluida 10 e 100 vezes, preparadas de forma sefdildades 10" e 10%). Cada avaliacéo foi
feita em duplicata. Para cada avaliacao, foramumnasidbs 1 mL de amostra e 0,1 mL das
bactérias crescidas por 4 horas. A essa mistus@mtou-se 3 mL de meio de cultura semi-
sélido (TSA —Tryptic Soy Agar 0,7% ou semelhante), mantido a 45°C, e imediatden
verteu-se sobre uma placa de Petri previamenteaf@@p com 25 mL de meio de cultura
sélido. Apos solidificacdo do meio semi-solido,pdecas foram incubadas em estufa a 37°C

por aproximadamente 16 horas.

Contaram-se as placas de lise formadas, reporsma@s resultados como Unidades
Formadoras de Placas (UFP/100 mL). Além das plpeaa cada amostra, em duplicata,
também foram preparadas mais duas placas: umardmleopositivo e uma de controle
negativo. O controle positivo foi realizado a pade uma diluicdo (30-80 UFP/mL) de
suspensao estoque de colifagos (por exenglb74 ouA) misturado a mesma quantidade de

bactérias (0,1 mL), e o controle negativo foi prada apenas utilizando-se as bactérias.
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4.4 Determinagdo da presenca e da infectividade daterovirus e adenovirus

A concentracdo dos virus entéricos em aguas é dmseapropriedade deles serem

adsorvidos por membranas especiais de filtrac@sa the celulose, carregadas eletricamente.

Para a filtracdo, as membranas de preé-filtragenitragem foram umedecidas com
agua destilada esterilizada, para ativacdo da agg.cSchwartzbrod (1995) recomenda que
se utilize de 1 a 20 L de esgoto tratado para edraggio viral. Mehnert e Stewien (1993)
utilizaram oito litros de agua de esgoto bruto ecdeegos da cidade de Sao Paulo para
identificacdo de rotavirus nas amostras de agwsgleto. A partir das publicacfes realizadas
pelos referidos autores, foi escolhido o volumdfilti@cao para concentracdo viral de 8 L

para esgoto bruto e 20 L para efluentes tratados.

Antes de transferir a amostra ao aparelho deddtvase ajustou o pH da amostra de
afluente bruto e dos efluentes tratados, para ©,5¢bm HCI ou NaOH. O processo da
filtracdo iniciou-se a partir da ligacdo da bombm \dicuo, permitindo a passagem das
amostras de esgoto bruto e efluentes tratados, puélfiltro de microfibra de vidro AP20
(Millipore®) para retencdo de particulas maiores &@m. As particulas virais foram
removidas por adsorcao eletrocinética, passandonpembrana celuldsica eletropositiva Zeta
Plus 60S.

Depois de filtrado todo o volume da amostra, féocada no aparato de filtragéo cerca
de 100 mL de uma solucdo de extrato de carne 3%,7,0H com 0,05M de glicina,
previamente autoclavado a 120 °C, por 15 minutesbepressao de 1 atm, deixandaagé por,
aproximadamente, 4 minutos, para eluicdo das phasiovirais retidas na membrana. Este
procedimento de eluicao foi repetido pelo menossduzes, a fim de se garantir completa
transferéncia das particulas virais adsorvidas embnana para a solucdo de extrato de carne.
As amostras eluidas foram coletadas, identificadasmazenadas em freezer comum até o

processamento para a reconcentracao.

As amostras permaneceram no freezer cerca demmssadé serem submetidas a etapa
de reconcentracdo. Durante este tempo, ocorreraensds quedas de energia no IPH, o que

possivelmente comprometeu as amostras para anatisesiores.
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Na etapa de reconcentracao, realizada em janed®/26i verificada a contaminacgéo
de todas as amostras, devido ao cheiro forte egdekavel, além do aspecto leitoso que
apresentavam. Mesmo assim, a reconcentracdo dasnasedoi realizada por
ultracentrifugacdo a 133.000 x g por 130 minutdS@, em ultracentrifuga Sorvall UltraPro
80 em rotor P28S. O sobrenadante foi descartadpedlet foi ressuspenso em uma solugéo
salina tamponada, PBS, cujo volume foi calculad@ mada amostra, de acordo com sua

concentracdo esperada de particulas virais, alémldme da amostra que foi filtrada:

Esgoto Bruto: Concentracdo de 8.000 vezes (Melhait, 1997):
. 15.000 — _
Ex.: /5000 = 1875 mL = 1.875 pL

Para volume de 15 litros de amostra (esgoto bp#sgada pelo vaso de pressao:

Esgoto Tratado: Concentracao de 50.000 vezes ([@a2@09):

Ex.; 60000/ o= 12mL=1200 L

Para volume de 60 litros de amostra (esgoto traj@aksada pelo vaso de pressao:

Depois da reconcentracdo, as etapas de purificagéityo celular e deteccéo
molecular das 36 amostras foram realizadas notdtstde Ciéncias Biomeédicas da USP.
Primeiramente, se realizou uma etapa de purificagéoVertrel® (DuPont™). Adicionou-se
500 pL deste em cada amostra e realizou-se a migitimeiramente em vortex, por cinco
minutos, e, posteriormente, centrifugou-se a 13.08 por 15 minutos, em centrifuga
comum nao refrigerada, Eppendorf Centrifuge 5416Cprocedimento de purificacédo foi

repetido pelo menos uma vez, ou até a obtencamedina interface.

As amostras purificadas foram submetidas a um segfestivo de culturas de células,
ja que a realizacdo de um teste conclusivo fotulifada devido a alta contagem bacteriana. O
mesmo foi realizado a fim de amplificar as seqi@nade acido nucléico viral alvo, pela

replicagdo viral, antes da detec¢do por PCR, @redinas substancias téxicas das amostras.

Primeiramente, as amostras foram tratadas com Fomg® 2% e antibidtico
(penicilina e estreptomicina) 10%, por uma horatemperatura ambiente. O teste de cultura

celular consistiu de trés passagens em placas. €& foi realizada com a mesma
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metodologia descrita. Células de linhagem de cantinde laringe humana (HEp-2), foram
cultivadas em placas de 24 concavidades com mgjle-B4EM contendo 10% de soro fetal
bovino, penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (106/ml) e Fungizona® (2,mg/ml). As
culturas foram incubadas em estufa de,@®7°C durante 48 horas, para a formacédo da

camada celular.

O meio de cultura inicial foi retirado e uma alitwoe 100 pL de cada amostra foi
colocada nas placas de cultura celular, previamgmparadas. A mesma foi incubada em
camara de COpor uma hora, para efetivar o contato das paatcwirais presentes na
amostra com as células suscetiveis a infeccao.ribde® tempo, foi vertido 900 pL do meio
de culturaEagle-MEM completando a capacidade das concavidades. A& fd&dncubada
novamente em CQa 37 °C cerca de 12 horas. Cada etapa ocorreu duBadits, sem troca

do meio.

Como controle positivo fez-se a inoculacdo deub@e HAdV-5 e como controle
negativo manteve-se concavidades apenas com meioltdea. O monitoramento do efeito
citopético (ECP) foi feito com leituras realizadasada dia do teste. Os volumes dos testes
para cada amostra foram coletados, congelados °€ -€0descongelados trés vezes para
passagem subsequientes ou para a extracdo do DNRN@uviral. No final da segunda
passagem, foi retirada uma aliquota de 500 uL géeate molecular, e o restante da amostra,
foi destinado a terceira passagem em cultura.

A extracdo do RNA e do DNA dos eluatos foi realz@&m capela de fluxo laminar,
com Trizol® (Invitrogen). Foram pipetados 3QQ. de amostra e aos mesmos foram
acrescentados 900L de Trizol®. Se homogeneizou cada tubo e a mistoraleixada a
temperatura ambiente por 5 minutos. Se adicion@ul2de cloroférmio (Merck) e se agitou
vigorosamente por 15 segundos. Os tubos foram dmntiovamente a temperatura ambiente
por 3 minutos e, decorrido este tempo, os mesm@enfdevados a centrifuga, Eppendorf
5402, por 15 minutos a 12.000 rpm a 4°C. A parfesar, sobrenadante, sem a interface,
resultante foi 0 RNA extraido e, a parte inferiorDNA extraido. Separaram-se ambas as

aliquotas para realizacéo das metodologias sepaesde.

A continuacdo da extracdo do RNA se deu com adadde 600 pL de alcool

isopropilico absoluto, deixando-se a temperaturhieme por 10 minutos. Centrifugou-se a
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12.000 rpm por 15 minutos, a 4°C e, retirou-se lmrestadante. Apds, lavou-se o sedimento
com 900 pL de etanol 75% e centrifugou a 9.500 pam 15 minutos a 4°C. Secou-se 0

sedimento e o ressuspendeu em 15 pL de agua DEEUBOU-se por 10 minutos a 55-60°C.

A extracdo de DNA foi prosseguida adicionando-68 L de etanol absoluto e
deixando-se 3 minutos em temperatura ambienteriguu-se novamente os tubos a 6.000
rpm por 15 minutos e 4°C. O sobrenadante formadddeprezado. Lavou-se o sedimento
com 500 puL de 0,1M de citrato de sddio e os tulmanfi deixados 30 minutos em
temperatura ambiente. A etapa de centrifugacaayawafoi repetida até que a amostra ndo
apresentasse fenol. Apos a lavagem, o sediment@geuspendido em 1,5 mL de etanol a
75% e incubado por 20 minutos a temperatura andi€#ntrifugou-se a 5.500 rpm por 5
minutos a 4°C. O sedimento foi dissolvido em 50del8mM de NaOH.

Os reagentes e suas quantidades para a prepacagggdnte para a sintese do cDNA

estdo descritas na Tabela 1. Os reagentes paizagdal do PCR, a partir do cDNA estao

descritos na Tabela 2.

Tabela 1: Reagentes e suas respectivas quantidaciessarias para a sintese do cDNA do RNA viral

Quantidade Reagente
6,0 uL PCR Buffer(Tris HCI 250 mM pH 8.3, MgCI2 15 mM, KCI
375mM; Invitrogen™)
3,1uL Agua DEPC
25U Transcriptase Rever8avitrogen™)
10,0 mM dNTR(Invitrogen™)
50,0 pmoles Entero 1
50,0 pmoles Entero 1A
15,0 uL RNA extraido
0,1 M DTT (Invitrogen™)
20,0U RNAseout (Invitrogen™)

Como controle positivo da reacéo foram utilizades 5de RNA extraido do prototipo
padréo Echovirus 30 e, como controle negativo Slgthgua ultrapura Milli®(Millipore ™).
A reacdo de transcricdo foi realizada a 37°C/90.m&eguido de 95°C/5 min. em

termocicladoMastercycler Gradien(Eppendorf).
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Tabela 2: Reagentes e suas respectivas quantidacessarias para a preparacao do reagente para a
realizacao do PCR, a partir do cDNA

Quantidade Reagente
36 puL Agua DEPC
5,0 uL PCR Buffer(Tris HCl 7mM, MgCh 2mM, KCI 50mM, (NH),SO,

20mM; Biotools®)
10 mM dNTP (Invitrogen™)
50 pmoles Entero 1
50 pmoles Entero 1 A
2,0 uL DMSO 4%
15U TTH (Biotools®)
5,0 uL cDNA Template
1,0 uL Triton 5%

Para a deteccdo dos de enterovirus por RT-PCR fardlimados os primers
modificados para pan-enterovirus, originalmentegaesios por DelLeon et al. (1998pud
Noble & Fuhrman (2001): primer Entero 1 e Entero 1 A (Tabela 3). Espegners podem

amplificar pelo menos 25 tipos enterovirais (NokIEuhrman, 2001).

Tabela 3Primersutilizados para RT-PCR e a respectiva localizagiigenoma viral.

Primer Sequéncia (5’-3’) Grupo de virus Posicao
Entero 1A ACCGGATGGCCAATCCAA Enterovirus 621-638
Entero 1 CCTCCGGCCCCTGAATG Enterovirus 444-460

A reacdo de amplificacdo foi realizada em termadicl Mastercycler Gradient
(Eppendor?). A desnaturacdo ocorreu a 95°C/4 min., seguid@@aiclos de desnaturacéo a
95°C/1,5 min., anelamento a 50°C/1,5min., exters&€&/ 1,5 min., e extensao final 72°C/ 5

min.

Nas reacdes de amplificacéo génica foi utilizadeaagtrapura (Milli-J) tratada com
DEPC a 0,01% como controle negativo e cDNA de gendm virus padrdo Echovirus 30

como controle positivo.
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Os resultados foram analisados em gel de agar@%e dm tampéo TAE, em cuba de
eletroforese horizontal, submetidos a uma eletes®ia uma voltagem de 100 volts e corados

com solucdo brometo de etideo (u&'mL). A presenca de produtos de amplificacdo foi
evidenciada ap0s exposi¢éo a luz UV.

Os reagentes e suas quantidades para a prepakagéageénte para a realizacdo do
PCR e dmestedPCR estao descritos nas tabelas 4 e 5, respeetivanPara o PCR, utilizou-
se primers que identificam a regido conservada que codifi¢eexon comum para todas as
espécies do género Mastadenovirus, descrito pardAdit al. (1992).

Tabela 4: Reagentes e suas quantidades utilizadasnmeira reacdo de PCR, para deteccédo de

adenovirus.
Quantidade Reagente
34 uL Agua DEPC
5,0 uL PCR Buffer(Tris HCI 7 mM, MgC} 2 mM, KCI 50mM,
(NH,),SO; 20 mM)
10mM dNTP (Invitrogen™)
60 pmoles Primer hexAA1885
60 pmoles Primer hexAA1913
15U TTH (Biotools®)
7,0 uL DNA
10 mM dNTP (Invitrogen™)

Como controle positivo da reacéo foram utilizaded 5de DNA extraido do protétipo
padrdo HadV-5 e, como controle negativo, 5 uL deadtrapura (Milli&).

A reacdo de amplificacdo foi realizada em termadict Mastercycler Gradient
(Eppendorf) nas seguintes condicdes: desnaturacédo das &tBENA a 94°C/1min., seguida
de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C/1min., anetanaeb7,2°C/1min, extensdo a 72°C/45

seg e, extensao final a 72°C por 5 min.
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Tabela 5: Reagentes e suas quantidades utilizadseggnnda reacéo de PGRegtedl, para deteccéo
de adenovirus.

Quantidade Reagente
34 uL Agua DEPC
5,0 uL PCR Buffer(Tris HCI 7 mM, MgC} 2 mM, KCI 50 mM,
(NH,),S0; 20 mM)
1,0pL dNTP
50 pmoles Primer nehexAA1893
50 pmoles Primer nehexAA1905
10mM dNTP (Invitrogen™)
15U TTH (Biotools®)
7,0 uL DNA
10 mM dNTP (Invitrogen™)

A primeira amplificac&o foi realizada utilizande-s par de iniciadores hexAA1885 e
hexAA1913 (Tabela 6). Onested PCR foi realizado utilizando-se o par geimers
nehexAA1893 e nehexAA1905 (Tabela 6).

Tabela 6Primersutilizados na reacdo de PCR e nested PCR parecdetde adenovirus.

Primer Sequéncia (5’-3’) Gr\lljifl?sde Posicao
hexAA1885 GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC- Mastadenovirus 18858-18883
hexAA1913 CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT Mastadenovirus 19136-19158

nehexAA1893 CCACCGAGACGTACTTCAGCCTG Mastadenovirus 18937-18960

nehexAA1905 TGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCGGT( Mastadenovirus 19051-19079

A reacdo foi realizada em termocicladdastercycler Gradien{(Eppendorf). Em
todas as reacdes foi utilizado como controle pasiDNA de HAdV-5 e, como controle
negativo, agua ultrapura (Milli%). Os resultados foram analisados em gel de agar@se
em tampao TAE, em cuba de eletroforese horizostddmetidos a uma eletroforese a uma
voltagem de 100 volts e corados com solucdo broaetetideo (0,%1g/mL). A presenca de

produtos de amplificacdo foi evidenciada apos eéggosa luz UV.
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4.5 Andlises fisicas e quimicas

Dentre as analises fisicas e quimicas realizada®s @e se caracterizar o efluente
bruto e tratado, foi dada maior énfase a maténgroca, medida na forma de demanda
bioguimica de oxigénio (DB}, solidos totais e turbidez. Esses parametrosrfarélizados
por haver indicios da influéncia destes no compwetdo de microrganismos indicadores de

poluicdo fecal presentes em esgotos sanitarios.

As anadlises de demanda bioguimica de oxigéniojdezbe sélidos suspensos foram
realizadas de acordo comStandard Methods for the Examination of Wastew@¢&tHA,
2005).

4.5.1 Demanda Bioquimica de Oxigénio

A determinacdo da DB{Xfoi realizada com o sistema Oxitop® (Merck), o lgse
baseia no consumo de oxigénio dissolvido na fagedd, durante a respiracéo aerdbica, com
consequente reposicdo pelo oxigénio molecular ptesea fase gasosa. Dessa forma, a
pressao parcial do oxigénio headspacéespaco livre entre a tampa e o nivel do liquido nu
frasco) tende a diminuir devido a reposicdo do &xig consumido pela atividade microbiana.

Os equipamentos do sistema Oxitop® absorvem ea@dnico, produzido durante a
degradacdo aerdbica, através de pastilhas de Na@idadas em uma cestinha suspensa,
através da qual os gases sao obrigados a passardenatingirem o transdutor de pressao.
Esse quantifica corretamente a queda de press@dadsy consumo de oxigénio (Aquino et
al., 2007).

Uma aliquota da amostra foi colocada em uma gadafvidro &mbar com capacidade
de 500 mL, juntamente com um agitador magnéticquantidade da amostra a ser colocada
depende da faixa esperada de QEAPHA, 2005). Se possuir uma alta DB@ colocada
pouca quantidade de amostra e uma baixa B@ior quantidade de amostra. Antes do
fechamento com os dispositivos Oxitop®, € coloaataecipiente de borracha com pastilhas
de NaOH. Depois de fechado, o vidro é acondiciortdante cinco dias, em uma estufa, a
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temperatura de 20°C. O resultado, depois de tratdooo tempo necessario e consulta a
tabela especifica, foi dado em mglO

4.5.2 Turbidez

A turbidez foi analisada através do método neféloico. Esse método € baseado na
intensidade da luz que € dispersa pela amostra araag a intensidade dispersa por uma
referéncia padrdo, ambas sob as mesmas condicbaka Antensidade da luz dispersada
indica alta turbidez. Essa analise foi realizadavés de um turbidimetro. Os resultados
foram expressos em unidades nefelométricas delertfNTU).

4.5.3 Solidos Totais

Para a andlise dos sélidos totais, primeiramertdas uma preparacdo prévia das
capsulas de porcelana, uma para cada amostra. parpgdo da capsula consistiu de trés
etapas sucessivas em forno tipo mufla, a temperader 530-550°C, durante 1 hora, e
posterior colocacdo em dessecador para estabizicEemperatura. Apos isso, a capsula foi
pesada em balanca analitica.

Cada amostra submetida a analise foi homogeneiBaderiormente, foi separada
uma aliquota de 100 mL de cada efluente e colonadedpsula de porcelana, previamente
preparada. As capsulas foram enviadas a equipamatgobanho-maria, até secagem
completa da agua, sendo remanescentes nas cappales 0s solidos totais presentes em

cada amostra.

Depois da secagem, as capsulas foram colocadasraps ftipo estufa, e secadas a
temperatura de 103-105°C durante 1 hora. Decoasde tempo, as capsulas foram retiradas
do forno e armazenadas em dessecadores, para siNmlizacdo da temperatura e para

possibilitar uma posterior leitura nas balancasitces.

O teor de solidos totais presentes em cada amfostoatida a partir da diferenca do

peso da capsula depois e antes do procedimentotdesc
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4.6 Analises estatisticas para determinacgéo da cefacédo entre duas variaveis

Para verificar a existéncia de correlacdo entnesgltados das analises foi aplicada a
analise de correlacdo de Pearson, aonde a medigead@ o sinal da correlacéo linear sdo

dados pela covariancia entre duas variaveis, amw@rograma estatistico SPSS 13.

O indice de correlacéo calculado varia entre -1e=ds valores mais proximos a estes
extremos indicam uma forte correlacdo. Quando wesse distanciam dos extremos, tem-
se uma correlacao fraca. Essa pode ser evidenuiedaliagrama de disperséo, quando néo é
obtido um bom ajustamento de nenhuma reta, vemficese a maior probabilidade de
acontecimentos ao acaso. Por isso, serdo dessarsaddipoteses com coeficientes de
regressdo maiores que -0,5 e menores que 0,5,geeagdo possuem significancia, pelo

menos, ao hivel de 5%.

Uma correlacdo positiva ocorre quando a reta desego, obtida a partir do diagrama
de dispersao, tem declive positivo. Isso significa crescimento das duas variaveis em
proporcao linear. A correlacdo é positiva quandeaRa de 0 a 1. Uma correlacdo negativa
ocorre quando a reta tem declive negativo, sigmifi® o0 crescimento de uma variavel em

detrimento do decaimento da outra. Neste casoefic@nte de correlacéo varia de -1 a O.

Foram tracadas linhas de tendéncia para verificagd comportamento dos
microrganismos no afluente bruto e nos dois bigssas, entre si e em relacdo a
sazonalidade. Essas linhas demonstraram o comportande cada variavel em relacdo as

outras, quando foram comparadas entre si.

Para avaliar a significAncia da variacdo sazoasal,quantidades médias de cada
microrganismo foram agrupadas de acordo com ogedas diferentes estacdes climaticas, e
submetidas a testes de ANOVA (5%). A andlise die teStudent (5%) foi aplicada quando

obtida diferenca significativa na quantidade deranganismos, a partir do teste de ANOVA.

Médias aritméticas foram realizadas para detem@naédia de precipitacdo e média

de temperaturas nas estacdes do ano, no perigdohd#2006 a junho/2007.
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5 RESULTADOS

5.1 Temperatura e precipitacdo médias

Os dados da tabela 7 indicam as médias calculddasemperatura média e
precipitacdo média em Porto Alegre - RS, de acoomo dados obtidos neebsiteda Defesa
Civil do Estado do Rio Grande do Sul e do Bancddeos do CPTEC/INPE, durante o
periodo de estudo. Foram obtidas as maiores médiasecipitacdo no verao e outono, com
159,1 e 136,8 mm, respectivamente. A maior medigiperatura, de 23,1°C, foi obtida no

verao, e a menor média, de 14,4°C, no inverno.

Tabela 7: Dados referentes a temperatura médiae(a@recipitacdo média (mm) da respectiva
estacdo em Porto Alegre — RS, no periodo de jufé/2 junho/2007, com base nos dados da Defesa
Civil do RS e do Banco de Dados do CPTEC/INPE.

Temperatura média (°C) Precipitacdo média (mm)
Inverno 14,4 80,5
Primavera 19,4 102
Verao 23,1 159,1
Outono 17,4 136,8

5.2 Qualidade do afluente e dos efluentes analisado

Os resultados aqui apresentados, referente a etdisolifagos, coliformes e dados

fisicos e quimicos, contemplam um total de 99 arasst

Do afluente bruto coletado na Estacdo de Tratame@at&sgotos, observou-se uma
obtencédo de valores elevados na quantidade deianat@anica, turbidez e sélidos totais,
tendo uma remocdo significativa ao decorrer de daalamento analisado. As médias
correspondentes podem ser visualizadas na tabets 8nédias encontradas, referentes a
DBOs em esgoto bruto foi de 289,2 mg/L, 121,4 mg/L dhneate de reator UASB e, em
lodo ativado, 24 mg/L.
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Para solidos totais, as médias foram de 950,5 mgylefluente bruto, 511,7 mg/L em
efluente de reator UASB e 607,7 mg/L em efluentdode ativado. Em relacéo a turbidez,
foram encontradas médias para efluente bruto d&NBRU, 70,8 NTU em efluente de UASB

e 7,1 NTU em efluente dos lodo ativado.

Em porcentagem, a remoc¢édo de matéria organicadmedi forma de DB&Xoi cerca
de 58% no reator UASB e cerca de 92% em lodo ativadeducédo de solidos totais foi cerca
de 46% em reator UASB e cerca de 36% em lodo atj\eadeducédo de 2,6 % de turbidez em

reator UASB e 90% em lodo ativado.

Tabela 8: Médias dos valores obtidos de RB@Gy O/L), Sélidos Totais (mg/L) e Turbidez (NTU)
das amostras coletadas de afluente bruto, reat&BUAlodo ativado, coletados no periodo de
junho/2006 a junho/2007 na ETE Sao Jodo Navegdhoetn Alegre.

DBOs Solidos Totais Turbidez
(mg GJ/L) (mg/L) (NTU)
Afluente bruto 289,2 950,5 72,7
Reator UASB 121.4 511,7 70,8
Lodo ativado 24,0 607,7 7,1

De acordo com a Resolucdo CONSEMA n° 128/2006, epiabelece padrbes de
emissdo de efluentes liquidos para fontes de emigsé lancam seus efluentes em aguas
superficiais no Estado do Rio Grande do Sul, osgesdde emissdo ndo poderiam ultrapassar
40 mg Q/L para DBQ em vazdes maiores que 10.008dia. A referida resolucéo nao faz
referéncia a turbidez e quantidade de solidosstajae deve ser atendida. Comparado a
resolucdo, nota-se que o efluente final da Estalgidratamento atendeu ao padréo de

emissao de matéria organica estabelecido, no med®@studo.

O efluente bruto apresentou, também, uma elevadatigade de microrganismos,
tanto coliformes como virus. Observou-se, também, decréscimo na quantidade de
microrganismos presentes (Figura 5) ao decorreada tratamento analisado. Os valores das
médias encontradas em esgoto bruto foram de 4/5BINIP/100 mL de coliformes totais,
5,78.16 NMP/100 mL deE. colie 2,13.18 UFP/100 mL de colifagos. Em efluente do reator
UASB foram encontrados 1,1.18MP/100 mL de coliformes totais, 3,24°19MP/100 mL
de E. coli e 4,57.16 UFP/100 mL de colifagos. Como efluente final, dogesso de lodo
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ativado se obteve o decaimento microbiano maisfiigtivo, com 4,67.10NMP/100 mL de
coliformes totais, 8,65.f0NMP/100 mL deE. colie 4,59.18 UFP/100 mL de colifagos.
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Figura 5: Comportamento de coliformes tot&ischerichia colie colifagos no afluente bruto e nos
dois bioprocessos: efluente do reator UASB da wuledxperimental do IPH/UFRGS e efluente dos
lodo ativado da ETE S&o Jodo Navegantes do DMA&teRAlegre, de junho/2006 a junho/2007.

Em porcentagens, o processo anaerdbio apresentau efiniéncia de 75% para
coliformes totais, 44% patascherichia colie 78,5% para colifagos. Ja o processo aerébio
apresentou valores de eficacia de remocao de der®8,9% de coliformes totais, 98,5% de

coliformes fecais e 97,8% de colifagos.

Em relagdo a quantidade de microrganismos, a defeResolucdo CONSEMA
determina a liberagéo de até€® NMP/100 mL deEscherichia coli Verifica-se que o efluente
final da ETE lancou no periodo estudado cerca de wumdade logaritmica a mais do que o

estabelecido.

5.3 Correlacdes e tendéncias dos microrganismos

Os baixos coeficientes de regressao obtidos (T&)ekntre -0,095 e 0,442, apontam
uma independéncia em relagdo ao comportamentdliftmes e de colifagos.
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Tabela 9: Analise de Correlagdo de Pearson entia@is, E. coli, coliformes totais, no afluente e
efluente da ETE sao Jodo Navegantes do DMAE — Pdetgre, RS, e no efluente do reator UASB da
unidade experimental do IPH/UFRGS, no periodo degude 2006 a junho de 2007. R significante a

nivel de 5%.
Colifagos Colifagos
X X
E. coli Coliformes Totais
Esgoto Bruto 0,442 0,002
Reator UASB 0,237 0,266
Lodo ativado -0,095 0,160

Correlacdo de Pearson

A mesma independéncia pode ser visualizada naaslidd tendéncia das figuras 5, 6 e

7, referente aos microrganismos presentes no afluemuto, efluente do reator UASB e

efluente do lodo ativado, respectivamente.
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Figura 6: Linhas de Tendéncia do comportamentandosrganismos analisados:colifagé&s,colie

coliformes totais, no afluente bruto, no periodalisado.

A populacéo de coliformes totaigEscherichia coliseguem uma mesma tendéncia na

figura 6, ao contrario da populacdo de colifagosteEmesmo comportamento pode ser

verificado na figura 7, referente ao efluente dataoe UASB e na figura 8, referente ao

efluente do lodo ativado.
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Figura 7: Linhas de Tendéncia do comportamentaxdosorganismos analisados: colifagis,colie
coliformes totais, no efluente do reator UASB, moipdo de junho de 2006 a junho de 2007.
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Figura 8: Linhas de Tendéncia do comportamentaxdosorganismos analisados: colifagis,colie
coliformes totais, no efluente reator de lodo atojano periodo de junho de 2006 a junho de 2007.

Além da correlacao realizada entre os organismeseptes em esgotos (coliformes e

colifagos), eles foram correlacionados com os patéms fisicos e quimicos DBOsOlidos
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totais e turbidez, a fim de ser verificada a etetinfluéncia desses parametros sobre o
comportamento de microrganismos.

Os valores dos coeficientes de correlacdo de sbtatais, DBQ e turbidez podem ser
visualizados nas tabelas 10, 11 e 12, respectivi@nen

Tabela 10: Andlise de Correlacéo de Pearson eglifagos,E. coli, coliformes totais e solidos totais
no afluente e efluente da ETE sao Jodo NavegaatB$/AE — Porto Alegre, RS., e no efluente do
reator UASB da unidade experimental do IPH/UFRGSperiodo de junho/2006 a junho/2007. R

significante em nivel de 5%.

Solidos Totais

Colifagos E. coli Coliformes totais
Esgoto Bruto 0,074 0,350 0,371
Reator UASB 0,458 0,101 0,005
Lodo ativado 0,155 -0,026 -0,047

Correlacdo de Pearson

A partir da andlise de correlacéo realizada evgrenicrorganismos e solidos totais, o
valor dos coeficientes variou entre -0,026 e 0,458.

Tabela 11: Andlise de Correlacédo de Pearson eolifagos,E. coli, coliformes totais e DB£ENO
afluente e efluente da ETE sdo Jodo Navegante$RED- Porto Alegre, RS., e no efluente do
reator UASB da unidade experimental do IPH/UFRGSperiodo de junho/2006 a junho/2007. R

significante em nivel de 5%.

DBOs
Colifagos E. coli Coliformes totais
Esgoto Bruto 0,136 -0,192 -0,228
Reator UASB 0,156 -0,534 -0,125
Lodo ativado 0,442 0,044 0,085

Correlagéo de Pearson

Com a anélise de correlacédo entre as bactérideroms, coliformes e DBE) foram
obtidos valores de coeficientes entre -0,534 e2,44
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Tabela 12: Analise de Correlacédo de Pearson ewlifagons E. coli coliformes totais e turbidez no
afluente e efluente da ETE sdo Jodo Navegante$RED- Porto Alegre, RS., e no efluente do
reator UASB da unidade experimental do IPH/UFRGSyeriodo de junho de 2006 a junho de 2007.

R significante em nivel de 5%.

Turbidez
Colifagos E. coli Coliformes totais
Esgoto Bruto -0,477 -0,266 -0,046
Reator UASB 0,198 -0,029 -0,025
Lodo ativado 0,187 0,113 0,238

Correlacao de Pearson

Valores de correlagéo entre -0,025 e 0,238 foratdad quando relacionados os

microrganismos com turbidez.

As linhas de tendéncia foram analisadas também ddi verificar a existéncia ou nao

de influéncia da sazonalidade sobre os microrgargsis linhas de tendéncia mostram uma

maior prevaléncia de colifagos entre inverno e pviena, e, coliformes, no verdo e no outono,

conforme mostram as figuras 8, referente ao compmmto em esgoto bruto, figura 9,

referentes ao comportamento em efluente de UAS#ueaf 10, em efluente de lodo ativado.
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Figura 9: Linhas de tendéncia mostrado o compor&os microrganismos quando relacionados as
diferentes estacbes do ano em esgoto bruto, nedoede estudo analisado.

O afluente bruto apresentou maior média de cagamtre o inverno e a primavera.

Em contrapartida, as bactérias coliformes apressantenaior média no verdo e no outono.
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Figura 10: Efeito das estacdes do ano sobre osmgamismos presentes no efluente do reator UASB,
no periodo de junho/2006 a junho/2007.

As bactérias coliformes apresentaram-se também aior muantidade no verdo e no

outono. Em relacao a colifagos, por sua vez, obsese uma maior média na primavera.

inverno

primavera veriio

outono

Quantidade de Microrganismos (logl0)

LodosAtivados

. Colifagos
Em— E. coli

mmmm . Totais

Tendeéncia Colifagos
= = = Tendéncia E. coli

--------- Tendéncia C. Totais

Periodo analisado

Figura 11: Microrganismos presentes no efluentedie ativado no periodo de estudo, analisados sob
as diferentes estac¢des do ano.
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No efluente de lodo ativado, a tendéncia contr@mtae colifagos e coliformes é mais
acentuada, indicando a maior quantidade de fagasveono e primavera, e coliformes, no

verao.

No entanto, a andlise de variancia (ANOVA) real&Zzadim de se verificar verdadeira
influéncia do fator sazonalidade sobre os micrasyaos, mostrou que esta sazonalidade nao
foi verificada em nivel de significancia de 5%, etxcem relacéo a colifagos em lodo ativado,
gue mostrou diferencas significativas em suas @iledegs, com uma maior prevaléncia nos
periodos de inverno e primavera quando comparasipexdodos de verdo e outono. Ja que 0
processo de lodo ativado € o ultimo tratamentoeaagefluente é submetido, pode-se verificar
que no periodo de inverno e primavera de foi lid@rama maior quantidade de virus no

ambiente, quando comparado ao verdo e ao outono.

5.4 Deteccao de enterovirus e adenovirus

Para a determinacdo da presenca de enterovirderewdrus, foram analisadas 36

amostras. Tentou-se, também, a incorporacdo dodednfectividade viral.

Com a andlise de infectividade viral, ndo foi peslsa obtencdo de resultados
conclusivos. Mesmo assim, o teste foi valido, j&,qgoom este se tentou o aumento das
particulas virais, devido a sua replicacdo nadaglsuscetiveis a infeccéo, além da tentativa
de remocé&o de substancias inibidoras das aniksessttdPCR e RT-PCR.

Os resultados de RT-PCRiestedPCR das amostras podem ser visualizados na tabela
13, juntamente com as respectivas datas de c@laetg36 amostras analisadas, do teste de
nestedPCR foram obtidos 6 resultados positivos (16,6é%go teste de RT-PCR, apenas 2
resultados positivos (5,56%).
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Tabela 13: Resultados dos testes realizadogstedPCR e RT-PCR, para andlise de adenovirus e
enterovirus, nas amostras de efluente de lododatj\efluente de reator UASB e afluente bruto, e sua

respectivas datas de coleta.

Amostra Tratamento Data nestedP,CR RT'PC,R
Adenovirus Enterovirus

1 Lodo ativado 19/07/2006 negativo negativo
2 UASB 19/07/2006 negativo negativo
3 Afluente Bruto  19/07/2006 negativo negativo
4 Lodo ativado 18/09/2006 negativo negativo
5 UASB 18/09/2006 negativo negativo
6 Afluente Bruto  18/09/2006 negativo negativo
7 Lodo ativado 10/10/2006 positivo negativo
8 UASB 10/10/2006 negativo negativo
9 Afluente Bruto  10/10/2006 negativo negativo
10 Lodo ativado 21/11/2006 positivo negativo
11 Afluente Bruto  21/11/2006 negativo negativo
12 UASB 21/11/2006 negativo negativo
13 Lodo ativado 12/12/2006 negativo negativo
14 UASB 12/12/2006 negativo positivo
15 Afluente Bruto  12/12/2006 positivo negativo
16 Lodo ativado 23/01/2007 negativo positivo
17 UASB 23/01/2007 negativo negativo
18 Afluente Bruto  25/01/2007 negativo negativo
19 UASB 22/02/2007 negativo negativo
20 Lodo ativado 22/02/2007 negativo negativo
21 Afluente Bruto  23/02/2007 negativo negativo
22 UASB 21/03/2007 negativo negativo
23 Lodo ativado 21/03/2007 negativo negativo
24 Afluente Bruto  21/03/2007 negativo negativo
25 UASB 18/04/2007 negativo negativo
26 Lodo ativado 18/04/2007 negativo negativo
27 Afluente Bruto ~ 19/04/2007 positivo negativo
28 UASB 02/05/2007 negativo negativo
29 Lodo ativado 02/05/2007 negativo negativo
30 Afluente Bruto  03/05/2007 negativo negativo
31 Afluente Bruto  27/06/2007 positivo negativo
32 UASB 27/06/2007 negativo negativo
33 Lodo ativado 27/06/2007 negativo negativo
34 Afluente Bruto  04/07/2007 negativo negativo
35 UASB 04/07/2007 positivo negativo
36 Lodo ativado 04/07/2007 negativo negativo
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A comprovacao da presenca de adenovirus se deanmastras 7 (lodo ativado), 10
(lodo ativado), 15 (afluente bruto), 27 (afluentatb), 31 (afluente bruto) e 35 (UASB). Em
relacdo a presenca de enterovirus, as amostraggtaram em positivas foram apenas a 14
(UASB) e 16 (lodo ativado). A baixa deteccao virak testes realizados nao era o esperado,
sugerindo-se, assim, a ocorréncia de resultadessfalegativos. Devido a isso, andlises

estatisticas apuradas nao foram possiveis de seadimadas.

Ressalta-se que, duas das seis amostras pogiivasadenovirus sao resultantes do
processo de lodo ativado, bem como das duas ssitiara enterovirus, uma € proveniente

do mesmo efluente final da ETE.
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6 DISCUSSAO

A discussdo dos resultados obtidos nesta pesqoisgensplou, primeiramente, a
avaliacao da relacdo entre colifagos, bactériagoamles e os parametros fisicos e quimicos.
Posteriormente, a discussao envolve a determindgadrus entéricos e, por fim, a relagéo

entre virus entéricos e colifagos.

O comportamento de colifagos e bactérias coliforfoesicialmente avaliado frente
aos parametros fisicos e quimicos RBSHlidos totais e turbidez, além de verificar aeoh
nao influéncia da sazonalidade sobre 0 comportanrg mesmos.

Para tal propésito, se comparou a eficiéncia deqaso de lodo ativado e reator

UASB em relacdo aos valores dos referidos parasietdms microrganismos.

Von Sperling (2005) indica como eficiencia médiardmocdo de matéria organica

valores proximos de 90%, para lodo ativado, e 78%a peatores UASB.

Conforme citado na literatura, estes valores derdpsnho foram comprovados no
presente trabalho. O processo de lodo ativado e@s uma remocdo média de 92% de
DBOs, comparado a 58% do reator anaerobio. O melhantesnho do processo aerébio
também foi verificado quando avaliado o parameirbitdlez, com cerca de 90% de remocao,
em comparagdo a 2,6% obtido no reator UASB. A mesficééncia do processo de lodo
ativado ndo foi verificada em relacdo a sélidosisotNo entanto, se este parametro for
considerado em conjunto com solidos suspensosdesdalissolvidos, pode-se relacionar uma
grande remocéo de solidos suspensos neste proaeatisando-se concomitantemente com o

parametro turbidez.

Em relacdo a microrganismos, a literatura citai@iima de remocdo de 90% de
microrganismos em lodo ativado e 60% em reatoreSRJfvon Sperling, 2005). No presente
estudo, foram obtidos valores acima de 97% refesedaremocdo de microrganismos no lodo
ativado e, em reator UASB, a remocéo variou efé dem relacdo a coliformes fecais) e

78% (em relacdo a colifagos).
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Um processo de tratamento de esgotos ideal deveroplar dois requisitos: possuir
baixo custo operacional e oferecer efluente comgoadidade higiénico-sanitaria. O processo
de lodo ativado se caracteriza por apresentaeftti@&ncia de remocao de matéria organica e
excelente flexibilidade operacional (von Sperli@§05). No presente estudo, apresentou
efluente que atendeu ao exigido pela Resolucdo GEMS128/2006, referente a quantidade
de matéria organica. Contudo, essa eficiénciaaglala elevados custos operacionais. Este
processo, além de produz um excesso de lodo, quessi@ de tratamento complementar
(desinfeccéo) para sua disposicao final ou rewmobém requer custos de implantacdo e
operacgdo, devido ao seu alto consumo energéticogperling, 2005). Mesmo apresentando
0 maior decaimento microbiano, quando comparadoeator UASB, o efluente de lodo
ativado neste trabalho ainda apresentou consideguantidade de microrganismos (em
média quatro unidades logaritmicas), ndo atendamnéferida Resolucdo quando relacionada

a bactérias coliformes.

O reator UASB, por sua vez, pode ser uma altematiteressante para o tratamento
de esgoto, pois € uma tecnologia simples e de lwaigio, pois ndo necessita aeracao, produz
menos lodo e a energia € produzida em vez de seueoda (Chernicharo, 2001). No
entanto, os reatores anaerodbios dificilmente premiuzfluente que atende aos padrées
estabelecidos pela legislacdo ambiental brasilBiestaca-se, portanto, a grande importancia
da utilizacdo de um pés-tratamento dos efluentesreltores anaerobios. Por isso, trabalhos
tém sido desenvolvidos a fim de pesquisar alteraatpara este impasse (Chernicharo, 2001).
Esta etapa adicional tem a finalidade de comp&tamocédo da matéria organica, bem como
propiciar a remoc¢do dos microrganismos pouco adstat tratamento anaerdbio, o que
proporcionaria a protecao dos corpos d’agua receptios lancamentos dos esgotos. Assim,
além de poder propiciar efluentes com melhor gadidmicrobioldgica, a utilizacdo de reator
UASB combinado a um pés-tratamento também redupinialor agregado relacionado a
operacédo, quando comparado a tratamento realizadansente por lodo ativado.

Na presente pesquisa, néo foi verificada relactadisisca significante entre colifagos
e as bactérias coliformes. Isso foi comprovado gpddaixos coeficientes de correlacao
obtidos, que podem ser visualizados na tabela 8.rékultados apresentados nas figuras 6, 7
e 8, se observa uma mesma tendéncia de coliforotas te E. coli ao contrario dos
colifagos, que pareceu destoar da tendéncia baaterDe acordo com Tavares et al. (2005),

ndo € esperado que haja correlacdo quantitativafisadiva entre virus e indicadores
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bacterianos do grupo coliforme. Grabow et al. (398#m que as razGes mais importantes
dessa flutuacdo na relacdo entre coliformes eagu# esta associada as diferencas na
sobrevivéncia e multiplicacdo de fagos e bactéems diferentes ambientes aquaticos.
Bactérias necessitam de condicdes ideais e paramsiigplicacdo, aléem de serem mais
suscetiveis as condi¢cdes ambientais adversasataméntos (Metcalf et al., 1999; Tree et al.,
2003). J& os virus podem permanecer vidveis dukdmes meses na dgua, embora nao se
multipliguem por serem parasitas intracelularesgalbdrios (Tavares et al., 2005). Ambos os
microrganismos também apresentam comportameniatdisnfluenciado pela sazonalidade,
qgue sera discutido a seguir. Baggi et al. (200Babester et al. (2005) ndo encontraram
correlagdo aparente entre indicadores bacteriangsnéaminacéo, seja ela medida por
colifagos ou por virus entéricos. Pusch et al. $20tbncluiram que aguas de superficie,

mesmo com padrao bacteriolégico aceitavel, sdoatenpial reservatério de virus entéricos.

Este resultado enfatiza a necessidade do monitotangn conjunto de bactérias e
virus, pois ja que ambos possuem comportament@émndiente, a presenca de um nao indica

necessariamente a presenca do outro nos efluestadas.

Também nédo foi verificada correlagdo significatieatre os parametros fisicos e
quimicos analisados em relacdo a colifagos. Talgatle ser devido a ndo existéncia de uma
correlagcdo numeérica entre as variaveis analisagasorme os resultados obtidos no presente
trabalho. Entretanto, diversas pesquisas menciogaen a presenca de solidos, matéria
organica e turbidez contribuem para uma maior ¢éiere manutencdo da infectividade das
particulas virais em aguas e efluentes. Autorgsnafn que virus possuem capacidade de
adsorcéo a matéria organica (Rusin et al., 20@0¥@&idos (Goncalves, 2006; Martins et al.,
1991; Bradford et al.,, 2006) e, conseqientemenpegsantam uma maior protecdo e

resisténcia frente a processos de tratamento deegfluentes.

O verédo e o outono no Rio Grande do Sul, no periekie estudo (junho/2006 a
junho/2007) apresentaram alto indice pluviométreamguanto que o baixo indice de chuvas
foi observado no inverno e na primavera. Mesmo eodiferenca significativa comprovada
apenas em relacéo a colifagos em efluente de kbdada, podem-se observar os gréficos das
linhas de tendéncia. A partir das curvas de ternid@nm relacdo as estacdes, apresentadas nas
figuras 9, 10 e 11, se visualiza uma maior preédos colifagos nos periodos de inverno e

primavera, ou periodos secos, e as bactérias moéfy no verdo, ou periodo umido, no
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periodo analisado. Esta constatacdo esta assoa@mdsomportamento sazonal de virus
entéricos, conforme citado em outras pesquisastaGaisal. (2003) também encontraram
maior prevaléncia de bacteriéfagos no inverno lmiasj quando comparado ao verdo, em
efluentes devetlands Jiang et al. (2007) citam que, ao contrario aoscadores bacterianos,

genomas virais humanos séo freqientemente encostexd maior quantidade em tempo
seco, quando comparados a periodos chuvosos,adoeatd California, EUA. Cardoso et al.
(1992) e Cardoso et al. (2003) relatam uma maitabéglade de virus entéricos frente a

climas secos, no estado de Goias, Brasil.

Linhares (2000) cita a presenca de uma sazonalittadbém referente a casos de
gastroenterites causadas por virus entéricos ngilBpam marcante quando comparadas as
regides de clima tropical e clima subtropical. Qoauelata que as regides norte e nordeste
brasileiros ndo apresentam uma sazonalidade tdocantar quando comparada as regides
centro-oeste, sudeste e sul, que exibem um paddral predominante, observando-se uma

maior incidéncia destes surtos nos periodos megss# ano.

A diferenca na quantidade de colifagos foi compdavapenas no efluente final da
ETE, com valor significativamente maior nas estageerno e primavera, que apresentaram
o menor indice pluviométrico no periodo de estudlste fato pode ser associado com a
variabilidade sazonal de lancamento de virus ew®rno ambiente e/ou com a maior
resisténcia de colifagos ao tratamento frente madi com menor indice de chuvas. Tal
relacdo coincide com o comportamento de virus ien&rja que estes apresentam a mesma
semelhanca nas mesmas condi¢fes. Além disso tdaltéembém pode ser associado como
uma das causas de surtos de gastroenterites caysadairus entéricos, ja que tais surtos

também tém predominancia em periodos secos.

Contudo, apesar desta semelhanca relacionada gmadamento sazonal de fagos e
virus entéricos encontrada, sdo necessarias maieréisacoes e associacdes a respeito de
colifagos. Observacgdes relacionadas a sua incidégeantidade e resisténcia, comparadas ao
comportamento de virus entéricos sdo essenciass aliar a possibilidade da utilizagédo

destes fagos como indicadores virais.
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A deteccdo dos virus entéricos enterovirus e adersoe a verificagdo da sua
infectividade s&o discutidas a seguir. Para talaB@stras foram analisadas a fim de se

estabelecer correlacdes entre colifagos e virésieos.

A deteccdo dos virus entéricos empregou a metg@olde filtracdo-eluicdo,
reconcentracdo e analise molecular. As amostrasacials foram submetidas diretamente ao
processo de filtracdo-eluicdo, no Laboratério dee@mento do IPH/UFRGS e, apos esse
procedimento, foram estocadas em freezer comuna, i@&lizacdo das etapas posteriores. No
entanto, a reconcentracdo foi realizada somentejag®iro/2009, no Departamento de
Bioquimica/lUFRGS e, até a realizacdo das andliselscoiares, no Instituto de Ciéncias
Biomédicas/USP, em novembro e dezembro/2009, tanfbéam armazenadas no mesmo
freezer no IPH/UFRGS.

Durante o periodo de armazenamento, ocorreranrsdivequedas de energia no
Campus da Universidade. Algumas vezes o Institatsmpneceu mais de um dia sem energia
elétrica. Acredita-se que tal fato comprometeu meséras estocadas, principalmente em
relacdo a resisténcia e a estabilidade viral, o fgueprejudicial para a manutencdo da

estrutura, e pode ser constatado nas etapas deegrddteriores.

Antes das amostras serem submetidas a analise utaneestas foram tratadas com
Vertrel®, a fim de purificar a solucao e evitar qauéstancias presentes pudessem inibir a
acdo das enzimas transcriptase reversa e DNA paldmeDepois desta etapa preliminar, as
amostras também foram tratadas com antibioticasngididas, para realizacdo do teste de
cultura celular. Mesmo com as condi¢cdes em querasiaas se apresentavam, acreditou-se
que este teste teria realizacdo valida. Apesaadeser possivel uma determinacdo conclusiva
da infectividade, devido a grande quantidade déhas presentes nas amostras, se diluiria a
amostra pelo meio de cultura, reduzindo o efeitoaiepostos toxicos em cultura de células e
substéancias inibidoras, e aumentaria 0 numerords iurifecciosos, facilitando a detec¢ao por
nestedPCR e RT-PCR.

Mesmo com as etapas de purificacdo descritassa@bteve resultados satisfatorios
na deteccao viral. A analise molecular realizada3taamostras indicou a efetiva presenca de
enterovirus em apenas duas amostras. J& com ageadaliadenovirus, constatou-se, com

seguranca, a sua presencga em seis amostras.
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Autores relatam deteccdes satisfatorias de viniérieos em afluentes e efluentes
tratados de ETEs. Em relac@o a presenca de emteypfdram encontradas porcentagens de
amostras positivas na faixa de 89% (Pusch et@5)2em afluente bruto e 43,7% (Gantzer et
al., 1998) e 76% (Pusch et al., 2005) em eflueratado em ETE. Adenovirus foram
encontrados em porcentagens distintas. Pifia €t948) relataram a presenca deste virus em
93% das amostras de esgoto bruto, bem como em @EYamostras de aguas de rio,
analisadas na Espanha. Garrafa (2009), com a mestoaologia empregada nesta pesquisa,
detectou em 80,8% das amostras de afluente a geederadenovirus. J4 em efluente tratado,
a porcentagem encontrada foi 47,4%. Martins (2a@&)bém baseado na técnica de filtracao-
eluicdo, encontrou adenovirus em 80% das amosrafiueente e efluente tratado por lagoas.

Os resultados apresentados na literatura desaritaaaindicam a existéncia de
adenovirus e enterovirus em amostras ambientaigigalmente em amostras de afluente
sanitario bruto e amostras de efluente sanitaatado. Assim, sabendo-se que esgotos
sanitarios incorporam em si uma ampla gama de nga@nismos, a baixa deteccéo viral
obtida no presente trabalho n&o foi atribuida aigté@ncia ou a reduzida concentracao viral
nas amostras que foram analisadas, a ponto deergro passiveis de deteccao pelos métodos

empregados.

Os baixos resultados encontrados podem ser gasids, principalmente, pelos
repetidos processos de congelamento e descongétardes amostras armazenadas em
freezer comum no IPH, antes e apés a reconcentamaoltracentifugacéo. Este processo,
que sozinho ja contribui para a degradacéao do rmhtgganético, também pode ter favorecido

0 crescimento de outros microrganismos, principatmbactérias.

As particulas virais, apés o processo de filtregléi@zdo, estavam suspensas em uma
solucéo de extrato de carne, um meio rico em carleoganico, nitrogénio e vitaminas. Por
isso, 0 aumento de temperatura associado a cosdm@picias para o desenvolvimento,
favoreceu o crescimento bacteriano na solucdofat@altambém foi comprovado na pratica
por indicios sensoriais. Além de conter um cheiootef e desagradavel, as amostras
apresentavam um aspecto turvo. A presenca de anésdchas reacdes moleculares também
pode ser uma justificativa para o resultado obtig@sar de que metodologias para a remocao

dos mesmos foram realizadas.
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Mesmo com as referidas condi¢bes adversas, adaaquideram ser detectados em
seis amostras, enquanto enterovirus foram detectad@penas duas amostras. Tang (2009)
reportou em seu trabalho a maior resisténcia dacadlels em relacdo a virus de RNA, a
condicBes ambientais adversas. Rusin et al. (28@@)ntraram adenovirus em esgoto bruto e
no lodo de esgoto primario em concentracdes dezsvemiores que enterovirus. Nwachuku
et al. (2005) também constataram a maior resistédesses virus, em relacdo a virus
entéricos, quando realizaram repetidos processa®migelamento e descongelamento, para
posterior teste com radiac&o ultravioldaimportante ressaltar a resisténcia inerente as est
particulas, e, embora tenham um potencial patogénéo se pdde concluir se estas particulas
estariam aptas a causar infecgcdes em seus hogmegbaios testes realizados.

Alguns virus entéricos sdo muito resistentes acg@lamento, 0 que permite o
armazenamento de amostras a -20° C, por um longmdpe No entanto, repetidos processos
de congelamento e descongelamento podem reduff de80% a quantidade de genoma
viral (Formiga-Cruz et al., 2002). Oslon et al. @) relataram que formacéo de cristais de
gelo no interior das células pode gerar forcasisiiamento que interferem na estrutura de
proteinas do capsideo, além de destruir acidosticosl As forcas geradas em multiplos
congelamentos e descongelamentos danificam ogleagsiirais, tornando as particulas mais
suscetiveis a inativag6es (Nwachuku et al., 2005).

E conhecido que a temperatura é o fator deterri@nd@ maior importancia para a
sobrevivéncia de virus no ambiente. Se a temperaumentar, o metabolismo de outros

microrganismos, como bactérias e protozoarioseee€Dslon et al., 2004).

Estes organismos, principalmente bactérias, presenas amostras com Virus,
apresentam um papel importante na inativacdo eadagéo da particula viral. O capsideo
viral é composto de proteinas, e por isso podaurser fonte de nutrientes para as bactérias
(Guardabassi et al., 2003). Além disso, as bastépeoduzem enzimas proteoliticas
(Guardabassi et al., 2003) e nucleases (Rodriguakz, 2009). Devido ao capsideo viral ser
formado por proteinas, ele € extremamente sustetiwgdo das referidas enzimas, que
podem degradar a particula viral, liberando o DNA®RNA no meio, danificando-a ou
inativando-a, além de causar uma posterior perdmfdetividade viral (Rodriguez et al.,
2009).
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Echavarria et al. (1998) também relataram umaadiegéo viral apés estocagem néo
adequada. Le Guyader et al. (1998) determinarana¢uaioria das amostras negativas, cerca
de 87%, resultantes da deteccédo viral apresentapataminacao bacteriana. Classen et al.
(2008) concluem, em seu trabalho, que a contanunbagéteriana, em sistemas de teste de
acidos nucléicos, precisa ser reconhecida comggepntencial em diagndstico viroldgico, ja
gue as enzimas RNAses e DNAses bacterianas podenetac em resultados falso-negativos

ou invalidos, devido a degradacédo do RNA e DNA.

Ressalta-se, também, a presenca de adenovirudlusmte final da Estacdo de
Tratamento Sao Jodo Navegantes. Este resultadaltaeasbaixa eficiéncia da ETE para a
remocado e/ou inativacdo de microrganismos, prihtipate particulas virais. Esta
constatacéo reforca a preocupacdo com a saudeayhlgue se sabe que estas particulas séo
a causa etioldgica de diversas doencas de veiculaighica. Comparando os resultados
obtidos com a analise de virus entéricos, bactéohformes e colifagos, se pode destacar a
importancia da realizacdo de um tratamento tecciad ETE em estudo. Este tratamento
adicional removeria 0s microrganismos e asseguaagizalidade microbiologica do efluente a

ser langcado para o ambiente.

Se houver reuso dos esgotos sanitarios tratadosppértante salientar que a
desinfeccdo pode ser definida como a etapa resgginpéla reducdo das densidades de
microrganismos até os limites estabelecidos peialégdo, para os diferentes tipos de reusos
(Gongalves, 2003), sejam eles para abastecimemigagdo agricola ou balneabilidade.
Assim, a qualidade do efluente a ser atingida pbEfsender da sua destinacdo final, n&o
sendo necesséria a realizacdo da desinfeccdo deotedlume de esgoto tratado. Algumas
atividades que reaproveitam este efluente exigeen @junesmo seja livre ou tenha uma
quantidade reduzida de microrganismos, tais contoea€do primaria ou irrigagdo. A
protecdo dos mananciais superficiais e subterratesobém requer essa mesma qualidade
mencionada. Outras atividades ndo exigem uma @uididdo apurada do mesmo, como

aguas para harmonia paisagistica ou outros usossnegigentes.

Contudo, a discusséo relacionando os virus eog@oalisados e colifagos nao foi
possivel de ser realizada. Os resultados obtidosirsgonclusivos e ndo permitiram a
determinacdo de uma analise mais aprofundada deoddgs e enterovirus presentes nas

amostras. Por isso, também n&do foi possivel estadrela sazonalidade e relagdo entre
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adenovirus, enterovirus e bactérias do grupo coldp tampouco entre adenovirus,

enterovirus e os parametros fisicos e quimicos HRbidez e sdlidos totais.

Sabe-se que, mesmo apos os tratamentos fisicosicqaie bioldégicos que ocorrem
nas Estacdes de Tratamento de Esgotos, o efluatddd dificilmente esté isento da presenca
de microrganismos patogénicos, podendo acarretaliversos problemas, principalmente de
saude publica. Os atuais indicadores microbiol&@gigtilizados, coliformes totais e fecais,
nao predizem a total desinfeccdo do efluente, pormo foi observado, virus sao resistentes e
persistentes aos diversos processos de tratamermsgdto. Assim, apenas 0 monitoramento
de coliformes fecais e totais ja ndo indica coméeia todos 0s microrganismos presentes,

nao assegurando a qualidade microbiologica dorgfue

A vantagem da utilizacdo da analise de colifagasui& praticidade e rapidez. No
entanto, existem divergéncias na literatura a respia utilizacdo do mesmo. Estudos
comprovam a associagao entre o fago e virus eosesagerindo que ele poderia ser um bom
indicador. Outros trabalhos ndo encontraram relaggficativa, concluindo que colifagos
nao indicaria com seguranca a presenca de viras@s. Mesmo com a obtencdo dos dados
inconclusivos no presente trabalho, ressalta-sgpartancia de estudos complementares, que
possam determinar se uma particula viral € capazdigar a presenca das demais, a fim de

facilitar o monitoramento virologico em aguas eiefites.
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CONCLUSOES

Nao foi possivel validar a viabilidade da utilizacde colifagos como indicador de
poluicdo fecal nas amostras analisadas pela namficfgncia dos dados obtidos para
enterovirus e adenovirus e, consequentemente, natiaeaestatistica mais apurada nao

pode ser realizada;

Foram detectados colifagos e bactérias coliformesgj@antidade significativa em todas as

amostras analisadas, inclusive no efluente find T&;

Foi verificado um decréscimo na quantidade de ngemismos, ao decorrer de cada
tratamento analisado. O tratamento de lodo ativagmesentou maior eficiéncia na
remocao bacteriana e de colifagos, com decaimenteita de duas unidades logaritmicas

para cada microrganismo analisado;

N&o foi verificada correlagdo significativa entraiformes (totais e fecais) e colifagos,
bem como a mesma nao foi verificada entre os pdramfisicos e quimicos e colifagos,

ressaltando-se a importancia do monitoramento enuicto de bactérias e virus;

Colifagos apresentaram sazonalidade semelhantscéitdena literatura referente a virus

entéricos, nos efluentes analisados;

Pelos testes de RT-PCR, a presenca de enterowirasmprovada em apenas 5,56% das
amostras analisadas e, pelos testesnédsted PCR, a presenca de adenovirus foi
comprovada em 16,67% das amostras. Acredita-seaqbaixa deteccdo foi devida a

degradacdo do genoma viral durante o processotdeagem das amostras. Salienta-se a

maior resisténcia de adenovirus a condi¢cdes advdesarmazenamento;

Devido a alta contaminacdo bacteriana presentamastras, ndo se pdde concluir se as
particulas virais presentes estariam aptas a canfeacdes em seus hospedeiros pelos

testes de infectividade realizados.
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