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RESUMO 
 

Os esgotos domésticos contêm uma alta quantidade de bactérias e outros organismos 

patogênicos e não patogênicos que são descarregados em corpos hídricos. A contaminação da 

água, pela presença de bactérias e vírus patogênicos, traz conseqüências indesejáveis, 

principalmente de saúde pública. O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade de 

emprego da análise de colifagos, como indicador viral. Para isso, amostras de esgoto bruto, 

efluente tratado por reator UASB e efluente de lodo ativado, da Estação de Tratamento de 

Esgotos São João Navegantes, Porto Alegre, foram coletadas durante o período de junho/2006 

a junho/2007. As análises físicas, químicas e microbiológicas, DBO5, turbidez, sólidos totais, 

quantificação de coliformes totais, fecais e de colifagos foram realizadas em 99 amostras, 

conforme APHA, 2005. Na determinação da presença de adenovírus e enterovírus foram 

testadas 36 amostras, utilizando-se a técnica de concentração por filtração-eluição e 

ultracentrifugação. Posteriormente, purificação e avaliação da infectividade. Por fim, as 

amostras foram submetidas a teste de nested PCR e RT-PCR, a fim de verificar a presença de 

adenovírus e enterovírus, respectivamente. Nas 36 amostras testadas, a presença de 

enterovírus foi confirmada em apenas 5,56% das amostras e, adenovírus, em 16,67% das 

amostras. Não foram encontradas correlações significativas entre colifagos e bactérias 

coliformes totais e fecais, bem como entre colifagos e os parâmetros físicos e químicos. Desta 

independência encontrada entre vírus e bactérias se destaca a necessidade de monitoramento 

conjunto de ambos os microrganismos. Verificou-se uma similaridade em relação à 

sazonalidade referente ao comportamento de colifagos e o descrito na literatura referente a 

vírus entéricos. Observou-se, também, a baixa eficiência do tratamento para remoção de 

microrganismos, ressaltando-se a importância de realização de um tratamento terciário para 

assegurar a qualidade microbiológica do efluente. As relações entre colifagos e vírus entéricos 

não foram possíveis de serem analisadas, devido aos dados inconclusivos obtidos no presente 

trabalho.  

 

Palavras-chave: Tratamento de esgotos, colifagos, bactérias coliformes, parâmetros físicos e 

químicos, sazonalidade, vírus entéricos. 



 
 

ABSTRACT 

 

Domestic sewage contains a high amount of bacteria and other pathogens and non pathogens 

that are discharged into water bodies. Contamination of water by the presence of pathogenic 

bacteria and viruses, brings undesirable consequences, especially for public health. The 

objective of this work was to evaluate the possibility of using analysis of coliphages as viral 

indicator. Samples of raw sewage, treated effluent by UASB reactor and by activated sludge, 

from Wastewater Treatment Systems São João Navegantes, Porto Alegre, were collected 

during the period of june/2006 to june/2007. Physical, chemical and microbiological 

analyzes, namely BOD5, turbidity, total solids, quantification of total coliforms, fecal 

coliforms and coliphages were performed in 99 samples, following the techniques described 

in APHA 2005. The presence of enteric viruses was tested on 36 samples. The technique of 

concentration by filtration-elution and ultra-centrifugation was used for this purpose. 

Subsequently, purification and infectivity test was performed. The samples were tested to 

nested PCR and RT-PCR to verify the presence of adenovirus and enterovirus, respectively. In 

36 samples tested, the presence of enteroviruses was confirmed in only 5.56% of the samples, 

and adenovirus, in 16.67% of the samples. No significant correlation was found among 

coliform bacteria and coliphages, and also between the presence of coliphages and physical 

and chemical parameters. The independence found between viruses and bacteria indicates the 

need for joint monitoring of both microrganisms. The behavior of coliphages was observed to 

follow the path described in the literature about enteric viruses in relation to seasonality. 

There was observed a low efficiency in terms of microorganisms removal, emphasizing the 

need for a tertiary treatment to ensure the microbiological quality of the effluents tested. 

Relations between coliphages and enteric viruses were not able to be analyzed, due to 

inconclusive data obtained in this work. 

 

Key-words: Wastewater treatment, coliphages, coliform bacteria, enteric viruses, physical 

and chemical parameters, seasonality.   
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1 INTRODUÇÃO  

 

 Os esgotos domésticos contêm uma alta quantidade de bactérias e outros organismos 

patogênicos e não patogênicos que são descarregados em corpos hídricos. A contaminação da 

água, pela presença de bactérias e vírus patogênicos, traz conseqüências indesejáveis, 

principalmente relacionados à saúde pública. As doenças de veiculação hídrica são causadas, 

principalmente, por microrganismos patogênicos de origem entérica, animal ou humana, 

transmitidos pela rota fecal-oral, ou seja, são excretados nas fezes de indivíduos infectados e 

ingeridos na forma de água ou alimento contaminado por água poluída com fezes (Amaral et 

al., 2003). 

 

As bactérias coliformes, por estarem sempre presentes no excremento humano, são 

organismos indicadores, adotados atualmente como referência para indicar e medir a grandeza 

da contaminação (Silveira, 2004). E, ainda que sejam utilizados como indicadores de 

contaminação fecal, sua utilização tem apresentado algumas desvantagens, já que estudos 

comprovam a maior resistência dos vírus em relação aos coliformes ao tratamento de esgotos 

(Tavares et al., 2005; Bofill-Mas et al., 2006). Além disso, já foram registrados casos de 

enfermidades entéricas por consumo de água na qual não se havia detectado coliformes 

(Pusch et al, 2005). Os indicadores bacterianos não indicam a presença de contaminação viral 

entérica e, entre eles, não existe nenhuma correlação quantitativa significante (Tavares et al., 

2005). Por isso, sugere-se a utilização de vírus como indicadores da eficácia do processo de 

remoção microbiana em plantas de tratamento e durante a potabilização da água.  

  

 Autoridades governamentais européias incluíram, nos padrões microbiológicos 

utilizados na avaliação da qualidade da água, a pesquisa de enterovírus como indicadores 

virológicos, além dos indicadores bacterianos (Mehnert et al., 2001). No Brasil, a portaria n° 

518 de 25 de março de 2004 do Ministério da Saúde faz referência à necessidade da inclusão 

desses vírus como parâmetros de avaliação virológica da água e, segundo estudos realizados, 

sabe-se que enterovírus podem ser considerados importantes indicadores de contaminação 

ambiental e fecal de origem humana e animal. No entanto, nenhuma portaria ou legislação foi 

ainda elaborada no país preconizando a pesquisa de vírus como indicadores em amostras de 

água, de acordo com a revisão feita por Tavares et al. (2005). Devido a isso, as informações 

sobre a presença destes em águas e efluentes tratados são ainda insuficientes. Porém, sabe-se 

que o acúmulo de informações sobre a concentração e o destino destes vírus no ambiente é de 
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suma importância para direcionar os estudos epidemiológicos a partir do monitoramento e 

caracterização destes organismos (Miranda et al., 2007). 

 

 Assim, sugere-se a inclusão de colifagos, vírus que infectam bactérias do grupo 

coliforme, como indicador de poluição e como possível modelo do comportamento de 

enterovírus em esgotos sanitários, pelas suas semelhanças morfológica e estrutural, bem 

como, concentrações semelhantes em esgoto e fezes. A principal vantagem da análise de 

colifagos está na simplicidade analítica, rapidez e baixo custo, quando comparada a 

metodologia empregada para a detecção e quantificação de enterovírus em águas (Pedroso et 

al., 2003; Sobsey et al., 2005). 

 

Para que a análise de colifagos seja válida, é necessário que as possíveis correlações 

existentes entre esses e vírus entéricos sejam estabelecidas. Esse resultado pode incentivar os 

órgãos competentes a incluírem colifagos como candidatos a serem indicadores da qualidade 

virológica de águas potáveis e outros usos. A identificação destes em águas potáveis é um 

indicativo de sua resistência aos processos convencionais de tratamento, colocando-os, 

também, como indicadores potenciais da eficiência do tratamento de água e efluentes 

(Pedroso et al., 2003). Além disso, é interessante avaliar se existe comportamento distinto, 

referente à sazonalidade, e se há alguma correlação entre a presença de colifagos e aqueles 

fatores físico-químicos que se acredita que contribuam para uma maior retenção e 

manutenção da infectividade dos mesmos, e que costumam ser analisados rotineiramente nas 

Estações de Tratamento de Esgotos (ETEs). 

 

 Este trabalho avalia a viabilidade da utilização de colifagos como indicadores virais. 

Para tal, os vírus entéricos enterovírus e adenovírus foram detectados nas amostras estudadas, 

para posterior busca de correlações entre todas as partículas virais. Foi proposto, também, o 

estudo do comportamento de colifagos frente às diferentes estações climáticas e frente a 

alguns parâmetros já analisados nas ETEs e previstos em lei, como coliformes fecais e totais, 

DBO5, turbidez e sólidos totais. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 
2.1 Água e esgoto 

 

A água é o elemento fundamental da vida e é, provavelmente, o único recurso natural 

que participa de todos os aspectos da civilização humana, desde o desenvolvimento agrícola e 

industrial aos valores culturais e religiosos arraigados na sociedade. A água é um recurso 

essencial, pois, além de participar da composição bioquímica de seres vivos, é habitat de 

várias espécies vegetais e animais. Seus múltiplos usos são indispensáveis a um largo espectro 

das atividades humanas, onde se destacam, entre outros, o abastecimento público e industrial, 

a irrigação agrícola, a produção de energia elétrica e as atividades de lazer e recreação. As 

águas utilizadas para o consumo humano e para as atividades sócio-econômicas são 

provenientes de recursos hídricos - rios, lagos, represas e aqüíferos, também conhecidos como 

águas interiores (CETESB, 2007). 

 

Em conseqüência da utilização da água para o abastecimento urbano, há a geração de 

esgotos. Esgoto é o termo usado para as águas que, após a utilização humana, apresentam as 

suas características naturais alteradas (Mancuso e Santos, 2003). Os esgotos são classificados 

em dois grupos principais: os esgotos sanitários e os industriais. Os primeiros são constituídos 

essencialmente de despejos domésticos, uma parcela de águas pluviais, águas de infiltração e, 

eventualmente, uma parcela não significativa de despejos industriais, tendo características 

bem definidas.  

 

Os esgotos domésticos ou domiciliares provêm principalmente de residências, 

edifícios comerciais, instituições ou quaisquer edificações que contenham instalações de 

banheiros, lavanderias, cozinhas, ou qualquer dispositivo de utilização da água para fins 

domésticos. Compõem-se essencialmente de água de banho, urina, fezes, papel, restos de 

comida, sabão, detergentes e águas de lavagem. Os esgotos industriais provêm de qualquer 

utilização da água para fins industriais e adquirem características próprias em função do 

processo industrial empregado. Assim sendo, os efluentes de cada indústria devem ser 

considerados separadamente, uma vez que os mesmos diferem até mesmo em processos 

industriais similares (Jordão e Pessôa, 1995). 
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A prática de descarregar esses efluentes, tratados ou não, em corpos de água 

superficiais é a solução normalmente adotada pelas comunidades para afastamento de 

resíduos líquidos no mundo inteiro. Geralmente esses corpos de água servem como fonte de 

abastecimento a mais de uma comunidade, havendo casos em que a mesma cidade lança seus 

esgotos no mesmo corpo hídrico que ela faz uso como manancial para potabilização 

(Mancuso e Santos, 2003). 

 

O desenvolvimento das cidades sem um correto planejamento ambiental resulta em 

prejuízos significativos para a sociedade. Esse crescimento é mais intenso em regiões 

metropolitanas, na capital dos estados e nas cidades pólos regionais. Os efeitos dessa 

realidade fazem-se sentir sobre todo o aparelhamento urbano relativo a recursos hídricos, ao 

abastecimento de água e ao tratamento de esgotos pluvial e cloacal. Uma das conseqüências 

do crescimento urbano foi o aumento da poluição doméstica e industrial, comprometendo as 

águas dos rios, lagos e reservatórios, criando condições ambientais inadequadas e propiciando 

o desenvolvimento de doenças (CETESB, 2007). 

 

O estado de poluição das águas caracteriza-se pela presença de poluentes que afetam 

apenas os aspectos estéticos e ambientais. O conceito técnico de contaminação, por sua vez, 

está relacionado à presença de substâncias tóxicas ou de organismos patogênicos causadores 

de doenças de veiculação hídrica, que oferecem riscos à saúde da população. A contaminação 

pela presença de diversos organismos patogênicos, como algumas bactérias, protozoários, 

vermes e vírus, traz conseqüências indesejáveis não apenas de natureza de saúde pública 

como também econômica, tais como: maior incidência de doenças, aumento de mortalidade 

infantil, redução da produtividade, redução da vida média e aumento dos custos hospitalares 

(Jordão e Pessôa, 1995). 

 

A água, desde tempos remotos, foi associada à disseminação de diversas enfermidades 

devido à inexistência tanto de formas adequadas e higiênicas para sua coleta, como de seu 

tratamento, antes e depois do consumo. Somente no século XIX, a água foi reconhecida como 

meio de transmissão de doenças. Em 1849, o médico John Snow estabeleceu ser a água o 

meio pelo qual o cólera era transmitida ao ser humano. Após os estudos de Snow, sucederam-

se a identificação e a classificação dos agentes patogênicos causadores de diversas doenças de 
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veiculação hídrica, como a febre tifóide (1880), o cólera (1884), a disenteria (1898) e a febre 

paratifóide (1900) (Daniel, 2001). 

 

No Brasil, o lançamento indiscriminado de esgotos domésticos não tratados é ainda a 

principal fonte de poluição dos corpos hídricos. Nas maiores regiões metropolitanas, como as 

do Rio de Janeiro e São Paulo, o lançamento de esgotos domésticos não tratados constitui 

cerca de 70% da poluição das águas, sendo os efluentes industriais responsáveis pelo restante 

da poluição. Por isso, existe hoje uma grande preocupação em relação ao grau de tratamento e 

ao destino final dos esgotos, e as conseqüências sobre o meio ambiente, a qualidade das águas 

e seus usos benéficos (Jordão e Pessôa, 1995). 

 

2.2 Sistemas de tratamento de esgotos sanitários 

 

 As estações de tratamento de esgotos são sistemas que tratam águas residuárias de 

origem doméstica, chamadas de esgotos sanitários. O tratamento é dado por uma série de 

operações e processos unitários, visando à remoção de substâncias indesejáveis, para depois 

serem escoadas para o mar ou rio com um nível de contaminação e poluição conforme 

estabelece a legislação relacionada ao controle e preservação dos recursos hídricos (Pessôa e 

Jordão, 1995).  

 

 O tratamento de esgotos é realizado através de operações físicas, processos biológicos 

e químicos, os quais são chamados de tratamento primário, secundário e terciário, 

respectivamente  (Jordão e Pessôa, 1995), conforme ilustra a figura 1. Os processos físicos se 

dão pela separação da matéria sólida. O tratamento biológico é resultante da transformação da 

matéria orgânica, pela ação de microrganismos, aeróbios e/ou anaeróbios, e, por fim, o 

tratamento químico, que é dado pela desinfecção e liberação do efluente ao recurso hídrico.  

 

2.4.1 Operações Físicas 

 

 As operações físicas são assim definidas devido à predominância dos fenômenos 

físicos adotados por um sistema ou dispositivo de tratamento dos esgotos. Estes fenômenos 

caracterizam-se, principalmente, pelos processos de remoção das substâncias fisicamente 

separáveis ou que não se encontram dissolvidas. Os processos físicos têm como objetivo a 
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retirada de sólidos grosseiros que podem afetar a eficiência dos processos subseqüentes. Entre 

estes, destacam-se: 

1. Grades, para a remoção de sólidos grosseiros; 

2. Caixa de areia, para a remoção dos sólidos decantáveis; 

3. Caixa de gordura, para a remoção dos sólidos flutuantes. 

 

 
Figura 1: Principais processos físicos, químicos e biológicos empregados no tratamento de esgotos 

domésticos (Fonte: http://ib.ufpel.edu.br/micro_aquatica.pdf). 
 
 
2.4.2 Processos Biológicos 

 São processos que dependem da ação de microrganismos presentes nos esgotos, os 

quais transformam a matéria orgânica presente nos mesmos. Os fenômenos inerentes à 

respiração e à alimentação são predominantes na transformação dos componentes complexos 

em compostos simples, tais como sais minerais, gás carbônico e outros. Os dispositivos 

racionalmente projetados para o tratamento de esgotos procuram propiciar condições para que 

ocorram esses processos observados na natureza, condicionando-os em área e tempo 

economicamente justificáveis. 
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 Os principais processos biológicos de tratamento de esgotos ocorrem através de 

oxidação biológica no processo de lodo ativado. Este é um dos métodos biológicos mais 

eficientes e utilizados no tratamento de esgotos. Neste processo, o esgoto afluente e o lodo 

ativado (biomassa ativa) são misturados e aerados, em tanques de aeração.  

 

 A microbiota presente (bactérias, fungos, protozoários e nematodos) utiliza o substrato 

presente no afluente como fonte de energia. A biodegradação da matéria orgânica ocorre com 

a geração de energia, a qual, juntamente com nutrientes (nitrogênio e fósforo), é utilizada para 

a formação de novas células (Melchior et al., 2003).  

 

 No decantador secundário, ocorre a sedimentação de sólidos, permitindo que o 

efluente final saia clarificado. Os sólidos sedimentados no decantador secundário são 

recirculados para o reator, aumentando a concentração de biomassa no mesmo, o que é 

responsável pela elevada eficiência do sistema, ou são retirados para tratamento específico ou 

destino final (von Sperling, 2005). 

 
 O lodo ativado é dotado de enorme atividade autodepuradora de esgotos, ou seja, é 

capaz de restabelecer o equilíbrio no meio após as alterações induzidas pelos despejos 

afluentes (von Sperling, 2005). Assim, quando esse lodo é misturado a novas quantidades de 

esgoto fresco e em presença de aeração, ele promove a rápida depuração, em muito menos 

tempo do que o necessário somente com a introdução de ar. Por este motivo, nos sistemas de 

lodo ativado, parte do lodo secundário é recirculado e o excesso de lodo é conduzido a um 

decantador, passando por um digestor e, depois, por um concentrador de lodo para a 

desidratação. A digestão dos lodos é um processo de decomposição anaeróbica e que tem por 

finalidades destruir as bactérias patogênicas, reduzir o volume dos lodos e aproveitar os gases 

resultantes. 

 

No lodo ativado, a autodepuração e, entre outras coisas, a destruição de 

microrganismos patogênicos é conseqüência de processos físicos, físico-químicos, 

bioquímicos e biológicos. Segundo Branco (1986), esses processos são principalmente os 

seguintes: 

 Físicos 

1. Luz solar – radiação ultravioleta 

2. Temperatura 
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3. Adsorção 

4. Floculação 

5. Sedimentação 

Físico-químicos 

1. pH 

2. Efeitos osmóticos 

3. Toxicidade química 

 Biológicos e bioquímicos 

1. Predação 

2. Competição 

3. Falta de nutrientes 

 

 O UASB (upflow anaerobic sludge blanket) é um reator anaeróbio de manta de lodo 

no qual o esgoto afluente entra na sua parte inferior e, em movimento ascendente, atravessa 

uma camada de lodo biológico que se encontra no fundo, e passa por um separador de fases 

enquanto escoa em direção à superfície. 

 

 O reator UASB em sua coluna ascendente consiste de um leito de lodo, sludge bed, 

uma zona de sedimentação, sludge blanket, e o separador de fase, gas-solid separator – GSS. 

Este separador de fases, um dispositivo característico do reator, tem a finalidade de dividir a 

zona de digestão (parte inferior), onde se encontra a manta de lodo responsável pela digestão 

anaeróbia, e a zona de sedimentação (parte superior).  

 

 O efluente segue uma trajetória ascendente dentro do reator, desde a sua parte mais 

baixa, e atravessa a zona de digestão, escoando a seguir pelas passagens do separador de fases 

e alcançando a zona de sedimentação. O esgoto, após entrar e ser distribuída pelo fundo do 

reator UASB, flui pela zona de digestão, onde se encontra o leito de lodo, ocorrendo a mistura 

do material orgânico nela presente com o lodo. Os sólidos orgânicos suspensos são quebrados, 

biodegradados e digeridos através de uma transformação anaeróbia, resultando na produção de 

biogás e no crescimento da biomassa bacteriana. O biogás segue em trajetória ascendente com 

o líquido, após este ultrapassar a camada de lodo, em direção ao separador de fases.  

 

 



18 
 

2.2.3 Processos Químicos 

 

 São os processos em que há utilização de produtos químicos e, devido aos maiores 

custos que isto implica, esta etapa no tratamento tem sido menos aplicada. Eles são utilizados 

quando os processos físicos e biológicos não atendem ou não atuam eficientemente nas 

características que se deseja reduzir ou remover. O processo mais comumente utilizado é a 

cloração do efluente da estação de tratamento, visando a sua desinfecção. Essa deve ser 

realizada a fim de se manter as condições sanitárias do corpo de água receptor, utilizado, por 

exemplo, para abastecimento de água ou para atividades de lazer e desportivas. 

 

 Os agentes desinfetantes utilizados são o cloro e seus compostos, em dosagem de 

acordo com as características das águas de esgoto. No caso de ser utilizada a desinfecção dos 

efluentes numa estação de tratamento de esgotos, esta geralmente é a última fase de todo o 

tratamento. Outros processos químicos também adotados em tratamento de esgotos são 

precipitação química, floculação, neutralização ou correção do pH. 

 

2.4.4 Estações de Tratamento de Esgotos em Porto Alegre 

 

 É atribuição do Departamento Municipal de Água e Esgotos (DMAE) conservar e 

operar o sistema de esgotamento cloacal público e executar ligações de esgoto no município. 

São nove as unidades de tratamento de esgoto de Porto Alegre são: São João-Navegantes, 

Ipanema, Belém Novo, Restinga, Arvoredo, Rubem Berta, IAPC, Lami e Esmeralda. 

 

2.3 Legislação 

 

Os critérios de seleção do tipo e grau de tratamento estão também relacionados às 

exigências da legislação ambiental, cuja peça fundamental, no âmbito, no Brasil, é a Lei 6.938 

de 31 de agosto de 1981, que institui a Política Nacional do Meio Ambiente (PNMA), e o 

Decreto 99.274, de 06 de junho de 1990, que a regulamenta. De acordo com esses 

dispositivos, entre os principais instrumentos da PNMA pode-se ressaltar o estabelecimento 

de padrões de qualidade ambiental, a avaliação de impactos ambientais e o licenciamento de 

atividades poluidoras (Jordão e Pessôa, 1995). A Lei n° 9.433 de 8 de janeiro de 1997 institui 

a Política Nacional de Recursos Hídricos, cria o Sistema Nacional de Gerenciamento de 



19 
 

Recursos Hídricos, visando uma série de planos, como outorga e cobrança pelo uso da água, 

visando à manutenção e à preservação dos mananciais. 

 

O objetivo desses instrumentos é que os lançamentos dos esgotos sanitários tratados 

nos corpos d’água considerem e preservem (Jordão e Pessôa, 1995): 

1. O aspecto estético; 

2. A vida aquática; 

3. A saúde pública. 

 

O licenciamento ambiental é um procedimento pelo qual o órgão ambiental 

competente permite a localização, a instalação, a ampliação e a operação de empreendimentos 

e atividades utilizadores de recursos ambientais, e que possam ser considerados efetiva ou 

potencialmente poluidores, ou de outras que, sob qualquer forma, possam causar degradação 

ambiental. Cabe aos órgãos ambientais estaduais, responsáveis pelo licenciamento (a 

Fundação Estadual de Proteção Ambiental – FEPAM, no Rio Grande do Sul), determinar 

padrões de lançamento de efluentes em corpos hídricos pelos empreendimentos, de acordo 

com as legislações já existentes do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) ou do 

Conselho Estadual do Meio Ambiente (CONSEMA). Os procedimentos e critérios utilizados 

no licenciamento dos empreendimentos pelos órgãos ambientais estão estabelecidos na 

Resolução CONAMA n° 237 de 19 de dezembro de 1997, bem como, também, as atividades e 

empreendimentos sujeitos ao licenciamento ambiental. De acordo com a referida Resolução, a 

atividade de tratamento de esgoto sanitário é sujeita ao licenciamento ambiental. 

 

Os padrões de qualidade desejada para a água devem ser cumpridos, por meio da 

legislação, pelas entidades envolvidas com a água a ser utilizada. Os tipos de padrões ou as 

diretrizes de interesse que tangem à qualidade da água em corpos d’água e ao reuso de 

efluentes tratados são: padrões de lançamento no corpo receptor, padrões de qualidade do 

corpo receptor e padrões de qualidade para determinado uso do efluente tratado. 

 

Os padrões nacionais são definidos por cada país, têm status de lei e são baseados nas 

características específicas do país. Padrões regionais também podem existir para cada estado 

ou outra forma de divisão política. A Resolução CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005), a 

nível federal, dividiu as águas doces do território nacional, criando cinco classes. A Classe 

Especial pressupõe os usos mais nobres e a Classe 4, os menos nobres. A cada uma dessas 
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classes corresponde uma determinada qualidade a ser mantida no corpo hídrico. Essa 

qualidade é expressa em forma de padrões, através da referida Resolução. Além dos padrões 

de qualidade dos corpos receptores, a referida resolução do CONAMA apresenta padrões para 

lançamento de efluentes em corpos d’água (von Sperling, 2005). A Resolução CONSEMA 

128/2006 (BRASIL, 2006), a nível estadual, fixa valores de padrões de emissão de efluentes 

líquidos para fontes de emissão que lancem seus efluentes em águas superficiais do Rio 

Grande do Sul. A Resolução CONAMA 274/2000 estabelece padrões para balneabilidade, 

prevendo categorias de acordo com o perfil de coliformes fecais e coliformes totais presentes 

nas águas (von Sperling, 2005). 

 

As citadas Resoluções do CONAMA e do CONSEMA fazem referência ao nível de 

coliformes termotolerantes e eficiência exigida de sua remoção pelos sistemas de tratamento. 

Nenhuma faz referência direta ou indireta a respeito da quantidade ou a simples presença de 

vírus entéricos ou seus possíveis indicadores, colifagos, em efluentes tratados, principalmente 

quando estabelecidos padrões para determinação de água própria e excelente para 

balneabilidade ou água apropriada ao consumo humano. 

 

2.4 Análises físicas e químicas 

 

 As águas usadas pela população e descartadas geram impacto em cursos d’água, pois 

apresentam diferentes características físico-químicas e biológicas daquelas utilizadas para 

abastecimento. As análises físicas e químicas são realizadas a fim de se caracterizar não só a 

qualidade dos esgotos, mas também do corpo hídrico que o recebe. Com o monitoramento dos 

recursos hídricos que recebem efluentes, é possível se acompanhar as conseqüentes alterações 

de sua qualidade, podendo-se, assim, desenvolver instrumentos de gestão, fornecendo 

subsídios para ações saneadoras, assegurando o bem estar e a saúde da população. 

 

Os dados obtidos com esta atividade são interpretados segundo a Resolução 

CONAMA 357, de 17 de março de 2005, a nível Federal, que fixa o padrão de qualidade que 

deve ter a água no meio ambiente em função do uso a ela destinada. Esta resolução também 

estabelece condições e padrões de lançamento de efluentes. E, baseada nela, são feitas as 

licenças ambientais para que todos os empreendimentos, inclusive as estações de tratamento 

de esgotos, tenham determinados os parâmetros e seus respectivos valores máximos que 

devem der atendidos e monitorados (FEPAM, 2007). A Resolução CONSEMA 128/2006 
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(BRASIL, 2006), a nível Estadual, estabelece valores mais rigorosos de limites de lançamento 

ou de parâmetros que não são contemplados na referida Resolução Federal. 

 

 Os principais parâmetros físicos e químicos relativos a esgotos predominantemente 

domésticos e que merecem destaque especial face à sua importância são sólidos, turbidez, 

indicadores de matéria orgânica, nitrogênio e fósforo (von Sperling, 2005). 

 

2.4.1 Matéria Orgânica 

 
A matéria orgânica é o principal elemento de contaminação fecal. A introdução deste 

composto em um corpo d’água resulta no consumo excessivo de oxigênio dissolvido, devido 

aos processos de estabilização da matéria orgânica realizados pelas bactérias decompositoras. 

 

A capacidade da matéria orgânica presente em uma amostra de água em consumir 

oxigênio é chamada de demanda bioquímica de oxigênio (DBO5) (Baird, 2001). O consumo 

de oxigênio é resultado da oxidação da matéria orgânica dissolvida por decomposição 

microbiana aeróbia até uma forma inorgânica estável. O esgoto sanitário com alta DBO5 

indica que este provocará um grande consumo de oxigênio pelos microrganismos presentes no 

corpo hídrico aonde desaguará, justamente por ser rico em matéria orgânica. Por sua vez, uma 

amostra com baixa DBO5 indica pequena concentração de matéria orgânica presente, 

ocasionando pouco consumo de oxigênio dissolvido. Já a demanda química de oxigênio 

(DQO) é a quantidade de oxigênio consumida para oxidação da matéria orgânica através de 

uma solução de dicromato de potássio. 

 

Para lançamento de esgotos, a Resolução CONSEMA 128/2006 estabelece DBO5 com 

o valor máximo de 40 mg O2/L para vazões maiores 10.000 m3/dia e 180 mg O2/L para 

vazões menores que 20 m3/dia. 

 

2.4.2 Turbidez 

 

A turbidez representa o grau de interferência com a passagem da luz através da água, 

conferindo uma aparência turva à mesma, e é causada principalmente pelos sólidos em 

suspensão, podendo ser de origem natural ou antropogênica. A primeira é proveniente de 

partículas de rochas, argila ou silte. A segunda é relacionada a despejos domésticos e 
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industriais ou à erosão, podendo estar associada a compostos tóxicos e organismos 

patogênicos. A turbidez pode acarretar em inconvenientes sanitários diretos. Além de ser 

esteticamente desagradável na água potável, os sólidos em suspensão podem servir de abrigo 

para microrganismos patogênicos (diminuindo a eficácia da desinfecção). Este parâmetro é 

utilizado freqüentemente para caracterização de águas de abastecimento brutas e tratadas, 

controlando a operação das estações de tratamento de água (von Sperling, 2005). Nenhuma 

das duas Resoluções fazem referência ao valor limite de turbidez aceitável para lançamento de 

efluentes em corpos hídricos. No entanto, como turbidez está diretamente relacionada a 

sólidos suspensos, podem-se relacionar esses parâmetros a sólidos sedimentáveis. Este é, por 

definição, a porção de sólidos em suspensão que se sedimenta sob a ação da gravidade 

durante uma hora, a partir de um litro de amostra mantida em repouso em um cone Imhoff. A 

Resolução CONSEMA faz referência à quantidade de sólidos sedimentáveis, estabelecendo 

que o padrão de lançamento dos referidos sólidos deve ser menor ou igual a 1,0 mL/L de 

efluente tratado. 

 

2.4.3 Sólidos Totais 

 

Os sólidos presentes em esgotos sanitários geram uma série de impactos que afetam 

diretamente os microrganismos aquáticos. Os principais efeitos da poluição pela matéria 

sólida são aumento da turbidez; impedimento à penetração da luz no corpo d’água, necessária 

para muitos organismos para a realização da fotossíntese e conseqüente produção de oxigênio 

dissolvido; assoreamento de reservatórios e geração de maus odores por condições anaeróbias 

em depósitos de lodos (Jordão e Pessôa, 1995). 

 

Os sólidos podem ser classificados de acordo com seu tamanho e estado, suas 

características químicas e sua sedimentabilidade. A separação dos sólidos é feita passando-se 

a amostra por um papel de filtro com porosidade de tamanho padronizado. Os sólidos retidos 

no filtro são considerados sólidos em suspensão, enquanto que os sólidos que passam com o 

filtrado são considerados sólidos dissolvidos. Por meio de pesagem do papel de filtro (antes e 

depois, excluindo-se a água do filtro por evaporação), tem-se a massa de sólidos em 

suspensão, que, dividida pelo volume da amostra, se obtém a concentração (mg/L) (von 

Sperling, 2005). A Resolução CONSEMA 128/2006 estabelece o limite de lançamento, em 

corpos hídricos, efluentes domésticos de até 180 mg/L em vazões menores que 20 m3/dia e 50 

mg/L em vazões maiores que 10.000 m3/dia. 
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2.4.4 Parâmetros, periodicidade e pontos de coleta da análise exigidos pela legislação 

 

 A Resolução CONSEMA 128/2006 estabelece padrões para o lançamento de efluentes 

líquidos domésticos em corpos d’água, fazendo referência aos seguintes parâmetros: demanda 

bioquímica de oxigênio (DBO5), demanda química de oxigênio (DQO), sólidos suspensos, 

fósforo total, nitrogênio amoniacal e coliformes termotolerantes. A Resolução confere a 

possibilidade do órgão ambiental responsável pelo licenciamento exigir condições especiais 

para o lançamento de efluentes líquidos domésticos, independente das já referidas, além de 

poder incluir outros parâmetros, como o controle de metais pesados e compostos 

organoclorados. 

 

Para as Estações de Tratamento de Esgotos de Porto Alegre, a Fundação Estadual de 

Proteção Ambiental (FEPAM) exige o monitoramento de alguns parâmetros físico-químicos, 

que estão definidos na Licença de Operação de cada empreendimento. Entre eles, os mais 

comuns são: sólidos sedimentáveis, temperatura, pH, óleos e graxas, além dos exigidos pela 

Resolução CONSEMA. A FEPAM exige, também, que o empreendedor realize análises do 

afluente bruto e efluente final, para determinar a eficiência do tratamento. Todas essas 

análises devem ser realizadas, no mínimo, mensalmente.  

 

2.5 A presença de microrganismos na água e no esgoto 

 

Um dos mais importantes aspectos de contaminação das águas é relacionado ao fator 

higiênico associado às doenças de veiculação hídrica. Um corpo d’água receptor de esgotos 

pode incorporar a si toda uma ampla gama de agentes transmissores de doenças. Este fato 

pode não gerar um impacto à biota do corpo hídrico em si, mas afeta alguns dos usos 

preponderantes a ele destinados, tais como abastecimento de água potável, irrigação e 

balneabilidade (von Sperling, 2005). Por isso, a presença de microrganismos tem sido 

utilizada por décadas como indicador de qualidade das águas. 

 

Os organismos mais comumente encontrados em águas e esgotos podem ser divididos 

em quatro grupos distintos: vírus, bactérias, protozoários e helmintos. A maioria deles é de 

origem entérica, ou seja, são excretados junto com o material fecal e liberados no esgoto, 

aonde poderão entrar em contato com os corpos d’água. Alguns microrganismos que sempre 

são encontrados no material fecal são utilizados como indicadores da presença de patógenos, 
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pois é técnica e economicamente impraticável a detecção de todos os microrganismos 

passíveis de serem encontrados em águas (Toze, 1999). 

 

2.5.1 Bactérias 

 

 As bactérias coliformes são típicas do intestino humano e de outros animais 

homeotermos (mamíferos e aves em geral) e, por estarem sempre presentes no excremento 

humano (100 a 400 bilhões de coliformes/hab.dia) e serem de simples determinação, são 

adotadas como referência para indicar e medir a grandeza da contaminação (Silveira, 2004). 

Portanto, elas são o que chamamos de um organismo indicador. Algumas bactérias coliformes 

não transmitem qualquer doença, mas outras podem também ser causadoras de algumas 

doenças de veiculação hídrica.  

 

 Salmonella typhi, bactéria responsável pela febre tifóide, moléstia reconhecidamente 

transmitida pelas águas, e Salmonella paratyphi, causadora da febre paratifóide, também 

disseminada por águas, são exemplos de bactérias patogênicas. Outras linhagens de 

coliformes podem ser patogênicas, quando presentes em outras partes do corpo humano. Por 

exemplo, a bactéria Escherichia coli, chamada de enterotoxigênica, é uma importante causa 

de diarréias, infecções urinárias e meningites (von Sydow et al., 2006). 

 

 Seria demasiadamente trabalhoso e custoso realizar todas as análises de forma a 

determinar a presença ou não dos diversos organismos patogênicos na água e no esgoto. Por 

isso, se utiliza a presença de coliformes, como um indicador do seu potencial de 

patogenicidade (Jordão e Pessôa, 1995; Silveira, 2004).  

 

 A Portaria 518 de 25 de março de 2004 do Ministério da Saúde determina, como 

padrão microbiológico de potabilidade para consumo humano, a ausência de Escherichia coli 

ou coliformes termotolerantes em 100 mL da amostra de água analisada. Verifica-se que 

raramente ocorrem casos de distúrbios gastrointestinais em populações abastecidas com águas 

que obedeçam a esse padrão. Para o lançamento de esgotos domésticos, a Resolução 

CONSEMA 128/2006 estabelece o máximo de 103 NMP/100 mL de Escherichia coli ou a 

comprovação de uma eficiência de 99% de remoção deste microrganismo, numa vazão 

superior a 10.000 m3/dia. 
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 Os principais indicadores de contaminação fecal comumente utilizados são coliformes 

totais, coliformes fecais, denominados de coliformes termotolerantes, e Escherichia coli. O 

grupo de coliformes totais constitui-se em um grande grupo de bactérias que têm sido isoladas 

de amostras de águas contaminadas e solos poluídos e não poluídos, bem como de fezes de 

seres humanos e outros animais de sangue quente. O grupo compreende bactérias Gram 

negativas, fermentadoras de lactose, não formadoras de esporos e que se desenvolvem a 37°C. 

Esse grupo foi muito utilizado como indicador, e continua a ser utilizado em algumas áreas, 

embora as dificuldades associadas com a ocorrência de bactérias não fecais seja um problema 

(von Sperling, 2005).  

 

 Não existe uma relação quantificável entre coliformes totais e microrganismos 

patogênicos. Os coliformes totais poderiam ser denominados de coliformes ambientais, dada a 

sua possível incidência em águas e solos não contaminados, representando, portanto, outros 

organismos de vida livre e não intestinal. Por esta razão, os coliformes totais não devem ser 

utilizados isoladamente como indicadores de contaminação fecal em águas superficiais (von 

Sperling, 2005). 

 

 Os coliformes termotolerantes são um grupo de bactérias indicadoras de organismos 

originários predominantemente do trato intestinal humano e de outros animais. O grupo 

consiste num subgrupo das bactérias do grupo coliforme que fermentam a lactose a 44,5 ± 

0,2°C em 24 horas. A quantidade destes na água está diretamente relacionada com riscos de 

contrair doenças gastrointestinais. Este grupo, de origem unicamente fecal, compreende o 

gênero Escherichia e, em menor grau, espécies de Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter. A 

bactéria Escherichia coli é a principal representante do grupo de coliformes fecais, presente 

em fezes humanas e animas em percentuais que variam entre 94 e 96% (Cerqueira et al., 

1998). Essa bactéria é encontrada em esgotos, efluentes tratados e águas naturais sujeitas à 

contaminação recente por seres humanos, atividades agropecuárias, animais selvagens e 

pássaros (WHO, 2004). A sua detecção laboratorial é bastante simples, principalmente devido 

aos recentes métodos fluorogênicos. 
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2.5.2 Vírus 

 

 Organismos indicadores convencionais são adequados para águas altamente 

contaminadas, como esgotos domésticos com concentrações maiores que 106 NMP/100 mL. 

Contudo, a natureza dos poluentes vem se alterando ao longo das décadas, tornando-se 

necessária uma nova ênfase na identificação da qualidade das águas.  

 

 Os vírus entéricos são alvo da preocupação dos estudos sobre a eficiência dos sistemas de 

tratamento de esgoto e de reuso da água, quando a fonte poluente são as fezes humanas, pois 

possuem uma maior resistência a estes tratamentos, em relação aos coliformes. Por isso, vários 

pesquisadores sugerem a inclusão desses microrganismos como indicadores de risco devido à 

gravidade das doenças causadas por esse tipo de agente, lançando a preocupação da 

possibilidade de sua transmissão direta ou indiretamente através de águas de esgoto 

contaminadas (Queiroz, 1999; Mocé-Llivina et al., 2003; Mocé-Llivina et al., 2005; Sobsey et 

al., 2005; Jiang et al., 2007). 

 

 A pesquisa de vírus na água iniciou após a ocorrência de um surto de hepatite E em 

Nova Délhi, Índia, em 1956, como conseqüência da contaminação do sistema de tratamento 

da água por patógenos virais provenientes do esgoto. Cerca de 60% da população, abastecida 

de águas aparentemente satisfatórias do ponto de vista de coliformes, foi infectada pelo vírus 

da hepatite E. A água era submetida à pré-sedimentação, coagulação e floculação com sulfato 

de alumínio, decantação por seis horas, filtração em filtros rápidos de areia e pós-cloração 

com cloro combinado, e os reservatórios de distribuição de água na cidade apresentavam 0,15 

a 0,20 mg/L de cloro residual. Somente foi poupada da infecção a população que era 

abastecida com águas de uma estação de tratamento que incluía pré-cloração no seu 

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

 

 Depois desse episódio, tiveram início os estudos na área da virologia aquática, 

atualmente denominada virologia ambiental (Bosch, 1998). O teor de cloro ativo, que 

permanece após a cloração, garante a qualidade microbiológica da água, desinfetando 

tubulações percorridas pela água. É recomendado, no Brasil, de acordo com a Portaria 

1.469/2000 do Ministério da Saúde, que, após a cloração, a água deve conter o teor mínimo de 

cloro residual livre de 0,5 mg/L, sendo obrigatória a manutenção de, no mínimo, 0,2 mg/L em 

qualquer ponto da rede de distribuição. A pré-cloração auxilia a eficiência da coagulação e 
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floculação com sulfato de alumínio e, o cloro livre, apresenta eficiência germicida bem 

superior ao cloro combinado. 

 

 O seguimento dos estudos possibilitou que fossem traçadas as rotas mais comuns de 

transmissão de doenças (figura 2): mariscos que se desenvolvem em águas contaminadas, 

culturas vegetais que crescem em terras irrigadas com efluente ou são fertilizadas com lodos, 

águas recreacionais e demais que são consumidas e estão contaminadas por vírus (Metcalf et 

al., 1995). Com a determinação das possíveis maneiras do acesso destas partículas até a 

população, tecnologias que objetivassem a detecção viral em amostras ambientais puderam 

ser desenvolvidas e aprofundadas.  

 

 

Figura 2: Rotas de transmissão de vírus entéricos no ambiente. (adaptado de Metcalf et al., 1995). 

 

 

2.5.2.1 Métodos de concentração e detecção de vírus entéricos em amostras ambientais  

 

Os diversos métodos desenvolvidos refletem a transição dos procedimentos para o 

isolamento de vírus. O primeiro método desenvolvido foi baseado na indução de doenças em 

cobaias animais para posterior detecção da existência ou não de efeitos citopáticos em teste 

culturas celulares. No entanto, algumas partículas virais não apresentam este efeito no 
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referido teste, como o vírus da Hepatite A ou do Norwalk (Garrafa, 2009). Posteriormente, 

técnicas baseadas em métodos imunológicos também foram testadas. Estas metodologias, 

também, não foram muito bem sucedidas, pois, durante o procedimento de análise, se perdia 

parte da sensibilidade requerida para detecção de baixas quantidades de vírus, que 

efetivamente são esperadas em amostras ambientais.  

 

Assim, a preocupação com a saúde e segurança da população alertou para a 

necessidade do desenvolvimento de novos testes, com diferentes abordagens. Os novos 

procedimentos necessitavam ser rápidos, sensíveis e específicos, além de ser quantitativos e, 

preferencialmente, aptos para distinguir vírus infecciosos dos não infecciosos (Metcalf et al., 

1999). Assim, não atendendo somente ao requisito de determinação de infectividade, os 

métodos moleculares são utilizados preferencialmente na detecção do genoma viral. 

 

As etapas básicas para a análise virológica da água são amostragem, concentração, 

descontaminação e/ou remoção de inibidores e detecção específica (Bosch, 1998). Para 

detecção de baixas quantidades de vírus, são coletados grandes volumes das mesmas. Depois, 

é necessária uma metodologia distinta para a separação das partículas virais da amostra e a 

concentração em volumes reduzidos, para posterior análise molecular. 

 

O método Viradel, por ter sido muito aperfeiçoado, foi incluído no Standard Methods 

for Examination of Water and Wastewater. Atualmente, é a técnica mais empregada para a 

concentração de vírus entéricos. É baseada na capacidade de adsorção dessas partículas a 

filtros de celulose microporosos e carregados positiva ou negativamente, para posterior 

eluição em soluções protéicas. A utilização de membranas eletronegativas tem o 

inconveniente da realização de uma etapa prévia de acidificação da amostra, o que pode 

ocasionar a inativação de alguns vírus, visto que estas partículas são sensíveis a faixas de pH 

baixo (Bosch et al., 2005). Já as membranas eletropositivas têm sido utilizadas com êxito, 

pois em conjunto com a purificação com Vertrel®, se obtiveram resultados satisfatórios em 

relação à remoção de inibidores de PCR (Queiroz et al., 2001).  

 

Devido ao grande volume de solução eluente utilizada no método de filtração-eluição, 

este requer uma etapa adicional de reconcentração, denominada ultrafiltração, condensando os 

microrganismos em pequenos volumes (Queiroz, 1999).  
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A análise molecular mais empregada é a Reação em Cadeia da Polimerase - PCR. É 

baseada em uma amplificação enzimática, in vitro, de ácidos nucléicos marcados diretamente 

por um par de oligonucleotídeos específicos. Com a repetição dos ciclos na reação, são 

conseguidos cerca de 106 cópias do DNA original.  

 

No caso de vírus que possuem RNA como material genômico, primeiro deve haver a 

síntese do cDNA, pela reação de transcrição reversa. Esta reação de amplificação realizada 

em duas etapas é denominada Transcrição Reversa em Cadeia da Polimerase (RT-PCR). A 

sensibilidade da técnica de PCR facilita a detecção de baixas quantidades de DNA e RNA 

presentes. Esta metodologia, além de ser capaz de encontrar partículas que não detectáveis em 

cultura celular, é capaz de determinar tipos virais específicos (Bosch, 1998; Jiang et al., 

2001). Abbaszadegan et al. (2003) analisaram 448 amostras de águas subterrâneas dos 

Estados Unidos, e revelaram que 141 amostras (31,5%) resultaram positivas para a presença 

de vírus entéricos, analisados por RT-PCR, enquanto apenas 21 amostras (4,7%) resultaram 

positivas por detecção de infectividade viral por cultura celular. 

 

Uma variação da técnica de PCR, denominada nested PCR, aumenta a sensibilidade e 

a especificidade de detecção do ácido nucléico de interesse, pois se utilizam dois primers 

internos para sua realização (Abbaszadegan et al, 1993). Jiang et al. (2001) comprovaram em 

seu estudo que a técnica de ultrafiltração combinada com nested PCR é um método efetivo 

para a detecção de adenovirus humanos de uma amostra de 20 litros.  

 

A análise de PCR requer a ação conjunta de enzimas e co-fatores para sua efetiva 

realização. O principal exemplo é relacionado ao correto funcionamento da enzima DNA 

polimerase, que requer a presença de íons livres de magnésio (Vivantis, 2006).  Entretanto, 

juntamente com os vírus, substâncias que prejudicam ou inibem a análise de PCR são 

concentradas (Bosch, 1998). As amostras ambientais contêm uma grande variedade de destas 

substâncias, como ácidos húmicos, polissacarídeos e íons de ferro e alumínio, que podem se 

adsorver a enzimas ou agir como quelantes do cátion divalente Mg2+, podendo interferir 

quimicamente em seus sítios ativos e/ou ligando-se aos íons livres de Mg2+, impedindo os 

seus funcionamentos corretos (Abbaszadegan et al., 1993). Por isso, procedimentos adicionais 

necessitam ser realizados a fim de se remover os inibidores, se análises moleculares forem 

aplicadas para a detecção viral (Bosch, 1998). 
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Tendo em vista a vantagem em relação à sensibilidade e especificidade da 

metodologia, técnicas moleculares falham na distinção entre partículas infecciosas das não 

infecciosas, o que pode ter importância significativa na virologia ambiental. Tal importância é 

relacionada à capacidade do vírus de infectar seu hospedeiro específico, e então ser 

considerado um verdadeiro agente etiológico. A utilização de linhagens celulares suscetíveis a 

suportar a propagação de uma ampla variedade de vírus entéricos permite a replicação viral 

em cultura celular. Este objetivo cumpre dois propósitos: o aumento do número de cópias do 

ácido nucléico alvo, o que facilita a posterior detecção por PCR, além da incorporação do 

ensaio de infectividade viral (Bosch, 1998).  

 

Sempre que possível, a utilização combinada das técnicas de cultura celular e PCR 

oferece maiores vantagens do que as metodologias utilizadas separadamente. Além de 

determinar se as partículas virais estão ou não aptas a infectar o seu hospedeiro específico e 

facilitar a detecção no teste de PCR, a diluição da amostra pelo meio de cultura também 

fornece uma redução do efeito de compostos tóxicos em cultura de células e substâncias 

inibidoras de PCR (Bosch, 1998; Ballester et al., 2005).  

 

2.5.2.2 Epidemiologia dos vírus entéricos 

 
 Os vírus entéricos, como os enterovírus, rotavírus, vírus da hepatite A e E, e alguns 

tipos de adenovírus, são excretados nas fezes e na urina de indivíduos infectados em grandes 

quantidades (Schwartzbrod, 1995; Mehnert & Stewien,1993). Segundo revisão realizada por 

Tavares et al. (2005), os vírus entéricos são capazes de contaminar direta ou indiretamente 

águas destinadas ao consumo humano.  

 

 A presença destes patógenos em águas ou alimentos contaminados por resíduos fecais, 

provenientes de descargas de esgotos, tem contribuído para a ocorrência de doenças em 

indivíduos suscetíveis, tais como paralisias, meningites, doenças respiratórias, gastroenterites, 

miocardites e infecções oculares (Muscillo et al., 2008). A dose infectante destes agentes é 

extremamente baixa, podendo variar de uma a dez unidades infecciosas.  

 

 Os vírus entéricos podem permanecer viáveis e potencialmente infectantes durante 

vários meses na água, resistindo a condições ambientais adversas, embora não se 

multipliquem, pois são parasitas intracelulares obrigatórios (Tavares et al., 2005). Alguns 
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podem resistir a processos de tratamento de água e esgoto aplicados no controle bacteriano, 

inclusive cloração (Alwood et al., 2003). Bofill-Mas et al. (2006), utilizando a técnica de PCR 

quantitativo, avaliaram a presença de adenovírus e poliomavírus humanos em efluentes de 

esgotos tratados, demonstrando que os mesmos apresentam uma alta estabilidade nesse 

ambiente. Devido a essa maior resistência, as partículas virais não apresentam nenhuma 

correlação em termos qualitativos e quantitativos com os atuais indicadores bacterianos de 

contaminação de águas (Tavares et al., 2005).  

 

 Um estudo realizado por Orlandi et al. (2006), em Porto Velho (RO), indicou 

enterovírus como o maior responsável por diarréias em crianças de até seis anos. Das 470 

crianças que apresentavam diarréia aguda, 30% apresentaram contaminação por enterovírus, 

sendo adenovírus um dos principais vírus encontrados nas fezes.  

 

Uhnoo et al. (1984) determinou em seus estudos que adenovírus são fortemente 

relacionados com gastroenterites infantis. Verma et al. (2009) relatam em seu trabalho que 

associações de enterovirus, calicivirus, astrovírus e adenovírus são fortemente reportadas a 

surtos esporádicos de diarréias, em todo o mundo. Dalla Vecchia & Spilki (2009), em análises 

de amostras de águas de rio, de estações de tratamento, água mineral e efluente de origem 

pecuária, encontraram prevalência na presença de adenovírus e enterovírus, em relação aos 

outros vírus estudados.  

 

Em estudos recentes, tem sido evidenciada a prevalência de adenovírus, em relação 

aos demais vírus estudados, em diferentes ambientes aquáticos, como efluentes, rios e mares e 

suprimentos de água potável (Pusch et al., 2005, Muscillo et al., 2008). Pela grande 

quantidade encontrada nas amostras e sua persistência em amostras de água, alguns autores 

têm sugerido a utilização de adenovirus como possível modelo de vírus entéricos humanos, 

presentes em águas contaminadas (Jiang et al., 2001, Bolfill-Mas et al., 2000, Piña et al, 1998; 

Martins, 2006). 

 

2.5.2.2.1 Características dos enterovírus 

De acordo com o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV), o gênero 

Enterovirus pertencente à família Picornaviridae. É constituído por enterovírus humanos 

(tipos A a D), rhinovírus humanos (A, B e C), enterovírus bovino e suíno (B), e enterovírus 

símio (A) (ICTV, 2010). 
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O vírion apresenta forma esférica, não possui envelope, tem capsídeo constituído por 

12 capsómeros (60 protómeros) densamente empacotados, de simetria icosaédrica e mede de 

24 nm a 30 nm de diâmetro. Cada protómero é composto por quatro poliproteínas estruturais: 

VP1, VP2, VP3 e VP4, sendo a VP1 mais superficial e responsável pela ligação do vírus à 

célula hospedeira e a VP4, mais interna e associada ao ácido nucléico. O genoma viral é 

formado por uma molécula linear de RNA de filamento simples com polaridade positiva 

(Palacios & Oberste, 2005). 

 

Enterovírus possuem diversas regiões genômicas altamente conservadas, entre os 

vários tipos de vírus do mesmo gênero. Deste modo, a escolha de primers para tais regiões 

permite a amplificação das seqüências da maioria dos vírus deste gênero simultaneamente, 

dando mais validade ao teste para identificação destes vírus. A disponibilidade de seqüência 

de dados para todos os membros do gênero permitiu a diferenciação dos vírus, baseado, 

principalmente, na seqüência do ácido nucléico responsável pela codificação da proteína VP1 

do capsídeo (Palacios & Oberste, 2005).  

 

Dos 89 sorotipos conhecidos de enterovírus, 64 são conhecidos por infectar humanos 

(Palacios e Oberste, 2005). De maneira geral, são eliminados por longos períodos através das 

fezes (um mês ou mais) e, normalmente, causam infecções assintomáticas, embora também 

possam causar paralisias, meningites ou cardiomiopatias. São encontrados em todas as partes 

do mundo e estão amplamente distribuídos durante o ano inteiro, porém com uma maior 

freqüência no verão e no outono em países de clima temperado (Melnick, 1996; Tavares et al., 

2005). 

 

2.5.2.2.2 Características dos adenovírus 

Adenovírus humanos pertencem à família Adenoviridae, que pode ser dividida em 

cinco gêneros: Siadenovírus, Mastadenovírus, Ichtadenovírus, Aviadenovírus e Atadenovírus 

(ICTV, 2010).  

 

O gênero Mastadenovírus é dividido em 22 espécies: adenovírus humanos (A a G), 

adenovírus bovino (A a C), adenovírus canino, adenovírus eqüino (A e B), adenovírus murino 

(A e C), adenovírus ovino (A e B), adenovírus suíno (A a C), adenovírus símio e adenovírus 

de réptil (ICTV, 2010).  Os adenovírus humanos são divididos em sete subgêneros (A a G) 

(ICTV, 2010), baseados na homologia de DNA e propriedades biológicas e bioquímicas. São 
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os únicos vírus entéricos humanos que contém DNA em vez de RNA, tendo assim, uma maior 

estabilidade quando expostos ao ambiente, quando comparados a vírus de RNA (Jiang et al., 

2001). A estabilidade desses vírus também é determinada pelas suas características 

estruturais, ou seja, capsídeo protéico, o arranjo conformacional do hexon e a estabilidade do 

conjunto formado pelo penton e a fibra (Martins, 2006). 

 

São vírus não envelopados, com capsídeo e 17 núcleocapsídeos protéicos de simetria 

icosaédrica, com diâmetro entre 70 e 100 nm. O capsídeo é formado por 252 capsômeros, dos 

quais 240 são estruturas denominadas hexon que formam as 20 faces triangulares, e 12 são 

estruturas denominadas penton, que formam os vértices do icosaedro (Oliveira, 1994). O 

hexon é uma proteína trimérica, formada por moléczulas do polipeptídeo II fortemente 

associadas (Horwitz et al., 1970 apud Martins, 2006). O penton é formado pelo polipeptídeo 

IV, projetando um trímero desse polipeptídeo que se constitui na fibra (van Osstrum e 

Burnett, 1985 apud Martins, 2006). O DNA dupla-fita linear codifica uma DNA-polimerase-

DNA-dependente. A região do DNA que codifica o hexon possui uma parte variável que se 

define pela antigenicidade viral e outra região muito conservada que define pela estrutura do 

capsídeo viral (Martins, 2006). 

 
A região que codifica as proteínas do capsídeo viral é altamente conservada entre os 

membros da família Adenoviridae (Silva et al., 2009). E, por isso, a escolha de primers para 

esta região permite a identificação de todos os 51 sorotipos de adenovírus de humanos (Martins, 

2006). 

 

Alguns sorotipos de adenovírus humanos, como 40 (HAdV40) e 41 (HAdV41), do 

espécie F, são denominados adenovírus entéricos, e são os únicos responsáveis pela maioria 

dos casos de adenovírus associados à gastroenterites em crianças, além de ocuparem o 

segundo lugar em termos de importância no estabelecimento de diarréia em nosso país. Além 

disso, HAdV40 e HAdV41 possuem uma estabilidade a ação de agentes físicos e químicos, 

possibilitando uma permanência prolongada no meio ambiente (Enriquez et al., 1995). Outros, 

em espécie B, são responsáveis por 5-10% de doenças respiratórias em crianças e conjuntivite 

(Albiñana-Gimenez, 2009).  

 

O comportamento dos microrganismos em efluentes de estações de tratamento de 

esgotos pode ser influenciado por diversos fatores, dentre eles, a presença de sólidos. 
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Gonçalves (2006) descreveu uma estabilidade maior de vírus em relação às bactérias no meio 

ambiente, devido a sua adsorção a partículas em suspensão. Martins et al. (1991) justificam 

esse comportamento pelo fato dos vírus adsorverem mais facilmente às partículas do solo do 

que as bactérias. Segundo a revisão realizada por Quignon et al. (1998), se o vírus não é 

inativado em esgotos, a sua remoção da fase líquida é altamente dependente de sua 

capacidade de interação com a fase sólida, o chamado fenômeno de adsorção. Bradford et al., 

(2006) estudaram o comportamento do transporte de vírus em águas com poluição fecal, com 

e sem sólidos, e verificaram que os sólidos retém as partículas virais, e o transporte das 

mesmas é dependente destes sólidos presentes, podendo ser controlados por deposição, 

ocorrendo pouca inativação dos vírus. Na ausência de sólidos, o transporte viral é 

independente e se caracteriza por ser mais efetivo. 

 

Todos os contaminantes da água, com exceção dos gases dissolvidos, contribuem para 

a carga de sólidos. No entanto, a matéria orgânica constitui cerca de 50% da quantidade de 

sólidos totais presentes e de 72,5% da quantidade de sólidos em suspensão, ambos presentes 

em esgoto bruto (von Sperling, 2005).  

 

Devido à maior prevalência de matéria orgânica como constituinte dos sólidos em 

suspensão, acredita-se que ela também interfira diretamente no comportamento dos 

microrganismos presentes em esgotos sanitários. Por isso, pode-se relacionar a variação da 

demanda bioquímica de oxigênio, como principal medida de matéria orgânica, com o 

comportamento de microrganismos e verificar se há ou não uma real interferência. 

 

Além dos sólidos em suspensão e da demanda bioquímica de oxigênio, a turbidez 

também influencia na ação de bactérias e vírus. A presença de materiais em suspensão é a 

causa da turbidez nas águas e gera uma série de inconvenientes, principalmente relacionados 

ao processo de desinfecção. A eficácia desse processo está relacionada à ausência de turbidez, 

pois as partículas presentes em águas turvas evitam que os microrganismos sejam inativados 

(Amaral et al., 2006).  

 

A menor eficiência da ação da luz solar sobre Escherichia coli, nas amostras de água 

com turbidez elevada (maior que 200 NTU), está relacionada à baixa penetração da radiação 

ultravioleta, já que menos de 1% de sua total incidência penetra mais do que 2 cm em sua 

superfície, o que diminui significativamente a sua ação germicida (Joyce et al., 1996). 
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 O comportamento dos microrganismos também pode variar em relação à sazonalidade. 

Este pode ser mais um parâmetro divergente entre o comportamento de vírus e bactérias, 

contudo, pode ser um ponto em comum entre comportamento de bacteriófagos e vírus 

entéricos. Noble e Fuhrman (2001) e Jiang et al., (2007) associaram altos índices de 

indicadores bacterianos a períodos chuvosos e relatam que, ao contrário dos indicadores 

bacterianos, genomas virais humanos são encontrados em maior quantidade em tempo seco, 

quando comparados a períodos chuvosos. Cardoso et al (1992) relatam uma maior 

estabilidade de alguns enterovírus frente à climas secos. Ballester et al., (2005) encontraram 

maior prevalência de vírus entéricos totais na primavera.  

 

2.5.3 Colifagos como indicadores de qualidade da água e de esgotos 

 

 O índice de coliformes ainda é o parâmetro microbiológico correntemente utilizado 

para avaliar a qualidade dos diferentes tipos de água. No entanto, devido à maior resistência 

de partículas virais aos processos de tratamento e à freqüente presença destes em fezes 

humanas e esgoto, a detecção de níveis de bacteriófagos somáticos (vírus que infectam 

bactérias via membrana celular externa), na água poluída por esgoto, tem sido proposta por 

diversos autores como uma forma de avaliar o nível de contaminação da mesma (Cole et al., 

2003; Mocé-Llivina et al., 2003; Mocé-Llivina et al., 2005; Jiang et al., 2007; Love e Sobsey, 

2007). De acordo com Schwartzbrod (1995), o indicador viral ideal precisa satisfazer as 

seguintes condições: 

1. Estar sempre presente quando o vírus entérico estiver presente; 

2. Sua incidência e persistência necessitam ser similar a dos vírus entéricos; 

3. Sua contagem deve ser uma estimativa do número de vírus patogênicos presentes; 

4. Deve estar presente em grandes quantidades, comparado aos vírus entéricos; 

5. Necessita ser resistente a pressões ambientais e desinfetantes, como os vírus 

entéricos; 

6. Precisa ser não patogênico e ter fácil quantificação; 

7. Deve ter fácil detecção em todos os tipos de amostras.  

 

 Visto as condições, autores (Paz-y-Miño, 2003; Pedroso et al., 2003; Durán et al., 

2002; Feng et al., 2003; Havelaar et al., 1993, Reynolds, 2006, LeChevallier et al., 2006, 



36 
 

Arraj et al., 2005) sugerem a inclusão de bacteriófagos como indicadores de poluição e como 

possível modelo do comportamento de enterovírus em esgotos sanitários.  

 

 Três grupos básicos de bacteriófagos têm sido propostos para serem candidatos de 

vírus entéricos: colifagos somáticos, bacteriófagos F- específicos ou FRNA, e fagos que 

infectam Bacteroides fragilis. Os bacteriófagos que infectam Escherichia coli e outros 

coliformes são chamados de colifagos, e são o grupo de bacteriófagos mais homogêneo 

(Leclerc et al., 2000) e o que será analisado no presente trabalho.  

 

 Autores citam as semelhanças de vírus entéricos e colifagos em relação ao tamanho, 

resistência a tratamentos e densidades em esgotos ou amostras sépticas. Em adição, os 

colifagos são encontrados em grandes números no meio ambiente (Pedroso et al., 2003; 

Havelaar et al., 1993; Bosch, 1989, Jiang et al., 2001; Arraj et al., 2005). Outras pesquisas 

relatam a persistência de fagos no ambiente (Pedroso et al., 2003; Sobsey et al., 2005; Pillai, 

2006). Além disso, apresentam uma metodologia mais simplificada e podem ser ensaiados 

apenas com uma fração do custo que é necessário para realização de ensaios típicos de vírus 

entéricos.  

 

 No entanto, alguns autores relatam alguns problemas na utilização de colifagos como 

indicadores. Muniesa & Jofre (2004) citam que, devido à multiplicação de fagos no ambiente, 

sua utilização como indicadores não é conveniente. Hot et al., (2003) não encontrou 

correlações entre vírus entéricos humanos e os níveis de concentração de colifagos, nas 

amostras de águas de superfície analisadas.  Leclerc et al., (2000) descrevem que colifagos 

somáticos não são considerados bons indicadores, pois seus hospedeiros muitas vezes não tem 

procedência fecal devido as diversas fontes não fecais de bactérias coliformes. Assim, 

justamente por não haver uma definição a respeito da confiabilidade da utilização de colifagos 

como indicadores de vírus entéricos em amostras ambientais, trabalhos que visam esclarecer 

este viés são de suma importância.   

 

Tanto bactérias como vírus são causadores de sérias doenças. Porém, o controle de 

doenças bacterianas veiculadas pela água têm sido mais efetivo devido ao sucesso da 

inativação das bactérias durante o tratamento de água e esgoto, já que há muito se conhece 

sobre estes microrganismos, seu metabolismo e suas condições ideais de sobrevivência. Em 

relação aos vírus, o mesmo não é recíproco (Tavares et al., 2005). Por isso, faz-se necessário o 
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estudo do comportamento entre microrganismos, principalmente vírus, e em relação a 

parâmetros físicos e químicos em Estações de Tratamento de Efluentes, principalmente entre 

o afluente e o efluente final. 

 

Há décadas já se sabe das enfermidades causadas por vírus e que são veiculadas pela 

água. No entanto, não é previsto, em nenhuma legislação brasileira, o monitoramento destes 

em águas (Tavares et al., 2005).  

 

Sabe-se que a detecção de vírus entéricos é uma técnica relativamente custosa, quando 

comparada com a metodologia de contagem de colifagos, pois além de necessitar habilidade 

técnica para sua realização, necessita também de várias etapas subseqüentes, equipamentos e 

reagentes específicos.  A análise de colifagos vem sendo reconhecida como uma alternativa 

para este impasse, já que é uma técnica barata e de fácil execução (Pedroso et al., 2003). Para 

que essa análise seja válida, é necessário que se esclareçam as divergências a respeito desde 

microrganismo, se é ou não um indicador potencial.  

 

Também, é necessário avaliar as correlações existentes entre colifagos e vírus 

entéricos, a respeito do seu comportamento entre si, e frente a diferentes condições climáticas. 

Além disso, é interessante também avaliar se há alguma correlação entre a presença de 

colifagos e aqueles fatores físicos e químicos que se acredita que contribuam para uma maior 

retenção e manutenção da infectividade dos mesmos, e que costumam ser analisados 

rotineiramente nas Estações de Tratamento de Esgotos. Dessa forma, poderemos talvez 

sugerir um procedimento que seja viável e mais eficaz de análise de contaminação fecal e que 

possa ser efetivamente utilizado como indicador de qualidade de águas e de eficiência de 

tratamento de esgotos. 
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3 OBJETIVOS 

 
3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a viabilidade de emprego de colifagos como indicador viral em efluentes 

tratados, a partir da análise de correlação dos mesmos com enterovírus e adenovírus. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Estabelecer uma relação de qualidade microbiológica entre os diferentes efluentes 

estudados e os processos de tratamento utilizados; 

 

• Detectar e quantificar colifagos presentes nas amostras de efluente bruto, efluente do reator 

UASB e efluente do processo de lodo ativado; 

 

• Avaliar a existência de correlação entre colifagos e bactérias coliformes;  

 

• Correlacionar colifagos e demanda bioquímica de oxigênio, sólidos totais e turbidez, em 

afluente bruto e efluentes tratados por lodo ativado e reator UASB; 

 

• Verificar a influência da temperatura e do regime pluviométrico sobre o comportamento 

dos colifagos; 

 

• Detectar a presença de enterovírus por RT-PCR e adenovírus por nested PCR, em esgoto 

sanitário bruto e tratado, por processo de lodo ativado e por reator anaeróbio 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 esgoto sanitário coletadas na Estação de 

Tratamento de Esgotos São João Navegantes, do Departamento Municipal de Água e Esgotos 

(DMAE), em Porto Alegre. Foram coletadas amostras do afluente bruto a ETE, bem como de 

efluentes tratados provenientes de dois processos distintos: 

1. Processo anaeróbio empregando reator de manta de lodos de fluxo ascendente 

(reator UASB) com volume de 18,3 m³, operando com um tempo de detenção 

hidráulico (TDH) de 12 horas. Reator este que é parte da unidade experimental do 

Instituto de Pesquisas Hidráulicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(IPH/UFRGS), em conjunto a uma lagoa de maturação com volume de 300 m³, 

operando com TDH de 10 dias, conforme mostrado na figura 3. 

 

A lagoa de estabilização, da unidade experimental, foi desativada prematuramente, 

devido a problemas operacionais e hidráulicos, impedindo que uma análise criteriosa dos 

dados do efluente fosse realizada.  

 

 

 Figura 3: Fluxograma das unidades experimentais do IPH/UFRGS, instaladas na ETE São João 
Navegantes. Porto Alegre 2006. 
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2. Processo aeróbio de lodo ativado, principal tratamento da referida ETE, 

conforme figura 4 

 

Figura 4: Fluxograma geral da ETE São João Navegantes (DMAE). Porto Alegre 2006. 

 
 

As amostras foram colhidas durante o período de junho de 2006 a junho de 2007. A 

coleta de amostra foi realizada semanalmente, no turno da manhã. Uma alíquota de 100 mL 

de cada amostra foi coletada e enviada à Divisão de Pesquisa do DMAE, para realização da 

análise de colifagos. Para as análises físicas, químicas, e bacteriológicas, foram coletados 

vinte e dois litros de cada amostra e encaminhadas ao Laboratório de Saneamento do 

IPH/UFRGS. Também foi realizada a primeira etapa de concentração viral a partir desta 

amostragem, no mesmo laboratório.  

 

A metodologia de reconcentração por ultracentrifugação foi realizada no 

Departamento de Bioquímica/UFRGS, em janeiro/2009, e, a identificação molecular e teste 

de infectividade no Instituto de Ciências Biomédicas II da Universidade de São Paulo (ICB-

II/USP), em novembro e dezembro/2009. 

 

Foram analisadas 99 amostras coletadas durante o período de estudo: 33 amostras de 

afluente bruto, 33 de efluente de reator UASB e 33 de efluente de lodo ativado, para 

determinação da quantidade de colifagos e coliformes, além da caracterização físico-química, 

com os testes de DBO5, sólidos totais e turbidez.  
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Para análise molecular e teste de infectividade, foram testadas 36 amostras, também 

coletadas durante o período descrito: 12 amostras de afluente bruto, 12 de efluente de reator 

UASB e 12 de efluente de lodo ativado. 

 

4.2 Identificação e quantificação de coliformes totais e coliformes fecais na amostra 

 

 Para detecção de coliformes totais, substratos cromogênicos, como orto-nitrofenil-β-

galactosídeo (ONPG) ou clorofenol β-galactosídeo (CPRG) foram utilizados para a detecção 

da atividade da enzima β-galactosidade, que é produzida por bactérias deste grupo. A enzima 

β-galactosidase hidrolisa o substrato e produz uma mudança de coloração, indicando um teste 

positivo de coliformes totais em 24 horas (ONPG) ou 28 horas (CPRG), sem procedimentos 

adicionais. 

 

 Para coliformes fecais, foi utilizado um substrato fluorogênico, como o 4-metil-

umbeliferil-β-galactosídeo (MUG), para a detecção da atividade da enzima β-glicuronidase, 

que é produzida por Escherichia coli. A enzima β-glicuronidase hidrolisa o substrato e gera 

um produto que fluoresce quando exposto à luz ultravioleta. A presença da fluorescência 

indica um teste positivo para Escherichia coli. 

 

A identificação e quantificação de coliformes fecais e totais foi realizada de acordo 

com Standard Methods for the Examination of Wastewater (APHA, 2005).  

 

 Para a determinação de coliformes totais e de Escherichia coli pelo substrato 

cromogênico-fluorogênico-hidrolizável, 100 mL das duas amostras mais diluídas de cada uma 

das amostras dos diferentes pontos de coleta foram misturados ao meio de cultura Colilert 

(IDEXX), após homogeneização, toda a mistura é transferida para uma cartela Quantitray, que 

é selada em seladora específica. Em seguida, as cartelas são incubadas a 35°C por 24 horas. 

Passado o período da incubação, o número de coliformes totais é indicado pelas células da 

cartela Quantitray que apresentam coloração amarela.  

 

 O número de E. coli é determinado pelo número de células da cartela que apresentam 

fluorescência, quando a mesma for exposta a raios ultravioleta. Tanto na determinação da 



42 
 

quantidade de coliformes totais como na de E. coli, se faz uso de consulta subseqüente à 

tabela específica, que determina o número mais provável destes organismos. 

 

4.3 Identificação e quantificação de colifagos na amostra 

 

 A análise foi realizada utilizando-se o método de plaqueamento com dupla camada de 

meio sólido, de acordo com o Standard Methods for the Examination of Wastewater (APHA, 

2005), que descreve o procedimento mais comum e eficiente para análise e quantificação de 

fagos. Foi utilizada a cepa hospedeira de Escherichia coli 13.706. 

 

 Inicialmente, as bactérias mantidas em estoque sólido no laboratório foram inoculadas 

em 3 mL de meio de cultura líquido (TSB – Tryptone Soy Broth, Merck ou semelhante) e 

incubadas a 37°C por 18-24 horas para reativação das mesmas. Essas bactérias são o pré-

inóculo, o qual foi preparado um dia antes de ser realizado o procedimento para quantificação 

dos colifagos. 

 

 No dia da análise, foram utilizados 1,5 mL do pré-inóculo para inocular 30 mL de 

meio de cultura líquido em um frasco Erlenmeyer de 125 mL, o qual foi incubado por 4 horas 

37°C com agitação. Para cada amostra, foram feitas três avaliações: amostra não diluída e 

diluída 10 e 100 vezes, preparadas de forma seriada (diluições 10-1 e 10-2). Cada avaliação foi 

feita em duplicata. Para cada avaliação, foram misturados 1 mL de amostra e 0,1 mL das 

bactérias crescidas por 4 horas. A essa mistura, acrescentou-se 3 mL de meio de cultura semi-

sólido (TSA – Tryptic Soy Agar - 0,7% ou semelhante), mantido a 45°C, e imediatamente 

verteu-se sobre uma placa de Petri previamente preparada com 25 mL de meio de cultura 

sólido. Após solidificação do meio semi-sólido, as placas foram incubadas em estufa a 37°C 

por aproximadamente 16 horas.  

 

 Contaram-se as placas de lise formadas, reportando-se os resultados como Unidades 

Formadoras de Placas (UFP/100 mL). Além das placas para cada amostra, em duplicata, 

também foram preparadas mais duas placas: uma de controle positivo e uma de controle 

negativo. O controle positivo foi realizado a partir de uma diluição (30-80 UFP/mL) de 

suspensão estoque de colifagos (por exemplo, φX174 ou λ) misturado à mesma quantidade de 

bactérias (0,1 mL), e o controle negativo foi preparado apenas utilizando-se as bactérias. 
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4.4 Determinação da presença e da infectividade de enterovírus e adenovírus 

 
A concentração dos vírus entéricos em águas é baseada na propriedade deles serem 

adsorvidos por membranas especiais de filtração à base de celulose, carregadas eletricamente.  

 

Para a filtração, as membranas de pré-filtragem e filtragem foram umedecidas com 

água destilada esterilizada, para ativação da sua carga. Schwartzbrod (1995) recomenda que 

se utilize de 1 a 20 L de esgoto tratado para concentração viral. Mehnert e Stewien (1993) 

utilizaram oito litros de água de esgoto bruto e de córregos da cidade de São Paulo para 

identificação de rotavírus nas amostras de água de esgoto. A partir das publicações realizadas 

pelos referidos autores, foi escolhido o volume de filtração para concentração viral de 8 L 

para esgoto bruto e 20 L para efluentes tratados.  

 

Antes de transferir a amostra ao aparelho de filtração, se ajustou o pH da amostra de 

afluente bruto e dos efluentes tratados, para 6,5-7,0, com HCl ou NaOH. O processo da 

filtração iniciou-se a partir da ligação da bomba de vácuo, permitindo a passagem das 

amostras de esgoto bruto e efluentes tratados, pelo pré-filtro de microfibra de vidro AP20 

(Millipore®) para retenção de partículas maiores de 8 µm. As partículas virais foram 

removidas por adsorção eletrocinética, passando pela membrana celulósica eletropositiva Zeta 

Plus 60S.  

 

Depois de filtrado todo o volume da amostra, foi colocada no aparato de filtração cerca 

de 100 mL de uma solução de extrato de carne 3%, pH 7,0, com 0,05M de glicina, 

previamente autoclavado a 120 °C, por 15 minutos e sob pressão de 1 atm, deixando-se agir por, 

aproximadamente, 4 minutos, para eluição das partículas virais retidas na membrana. Este 

procedimento de eluição foi repetido pelo menos duas vezes, a fim de se garantir completa 

transferência das partículas virais adsorvidas na membrana para a solução de extrato de carne. 

As amostras eluídas foram coletadas, identificadas e armazenadas em freezer comum até o 

processamento para a reconcentração. 

 

As amostras permaneceram no freezer cerca de dois anos até serem submetidas à etapa 

de reconcentração. Durante este tempo, ocorreram diversas quedas de energia no IPH, o que 

possivelmente comprometeu as amostras para analises posteriores.  
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Na etapa de reconcentração, realizada em janeiro/2009, foi verificada a contaminação 

de todas as amostras, devido ao cheiro forte e desagradável, além do aspecto leitoso que 

apresentavam. Mesmo assim, a reconcentração das mesmas foi realizada por 

ultracentrifugação a 133.000 x g por 130 minutos a 4°C, em ultracentrífuga Sorvall UltraPro 

80 em rotor P28S. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em uma solução 

salina tamponada, PBS, cujo volume foi calculado para cada amostra, de acordo com sua 

concentração esperada de partículas virais, além do volume da amostra que foi filtrada:  

 

Esgoto Bruto: Concentração de 8.000 vezes (Mehnert et al., 1997): 
 

 
 
Para volume de 15 litros de amostra (esgoto bruto) passada pelo vaso de pressão: 
 

Esgoto Tratado: Concentração de 50.000 vezes (Garrafa, 2009): 
 

 
 
Para volume de 60 litros de amostra (esgoto tratado) passada pelo vaso de pressão: 

 
 

Depois da reconcentração, as etapas de purificação, cultivo celular e detecção 

molecular das 36 amostras foram realizadas no Instituto de Ciências Biomédicas da USP. 

Primeiramente, se realizou uma etapa de purificação com Vertrel® (DuPont™). Adicionou-se 

500 µL deste em cada amostra e realizou-se a mistura, primeiramente em vórtex, por cinco 

minutos, e, posteriormente, centrifugou-se a 13.000 rpm por 15 minutos, em centrífuga 

comum não refrigerada, Eppendorf Centrifuge 5415C. O procedimento de purificação foi 

repetido pelo menos uma vez, ou até a obtenção de uma fina interface. 

 

As amostras purificadas foram submetidas a um teste sugestivo de culturas de células, 

já que a realização de um teste conclusivo foi dificultada devido à alta contagem bacteriana. O 

mesmo foi realizado a fim de amplificar as seqüências de ácido nucléico viral alvo, pela 

replicação viral, antes da detecção por PCR, e eliminar as substâncias tóxicas das amostras. 

 

Primeiramente, as amostras foram tratadas com Fungizona® 2% e antibiótico 

(penicilina e estreptomicina) 10%, por uma hora em temperatura ambiente. O teste de cultura 

celular consistiu de três passagens em placas. Cada etapa foi realizada com a mesma 
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metodologia descrita. Células de linhagem de carcinoma de laringe humana (HEp-2), foram 

cultivadas em placas de 24 concavidades com meio Eagle-MEM contendo 10% de soro fetal 

bovino, penicilina (100 UI/ml), estreptomicina (100 µg/ml) e Fungizona® (2,5 µg/ml). As 

culturas foram incubadas em estufa de CO2
 
a 37°C durante 48 horas, para a formação da 

camada celular.  

 

O meio de cultura inicial foi retirado e uma alíquota de 100 µL de cada amostra foi 

colocada nas placas de cultura celular, previamente preparadas. A mesma foi incubada em 

câmara de CO2 por uma hora, para efetivar o contato das partículas virais presentes na 

amostra com as células suscetíveis a infecção. Decorrido o tempo, foi vertido 900 µL do meio 

de cultura Eagle-MEM, completando a capacidade das concavidades. A placa foi incubada 

novamente em CO2 a 37 °C, cerca de 12 horas. Cada etapa ocorreu durante 5 dias, sem troca 

do meio.  

 

 Como controle positivo fez-se a inoculação de 50 µl de HAdV-5 e como controle 

negativo manteve-se concavidades apenas com meio de cultura. O monitoramento do efeito 

citopático (ECP) foi feito com leituras realizadas a cada dia do teste. Os volumes dos testes 

para cada amostra foram coletados, congelados a -70°C e descongelados três vezes para 

passagem subseqüentes ou para a extração do DNA ou RNA viral. No final da segunda 

passagem, foi retirada uma alíquota de 500 µL para o teste molecular, e o restante da amostra, 

foi destinado à terceira passagem em cultura. 

 

 A extração do RNA e do DNA dos eluatos foi realizada em capela de fluxo laminar, 

com Trizol® (Invitrogen). Foram pipetados 300 µL de amostra e aos mesmos foram 

acrescentados 900 µL de Trizol®. Se homogeneizou cada tubo e a mistura foi deixada à 

temperatura ambiente por 5 minutos. Se adicionou 240µL de clorofórmio (Merck) e se agitou 

vigorosamente por 15 segundos. Os tubos foram mantidos novamente à temperatura ambiente 

por 3 minutos e, decorrido este tempo, os mesmos foram levados a centrífuga, Eppendorf 

5402, por 15 minutos a 12.000 rpm a 4°C. A parte superior, sobrenadante, sem a interface, 

resultante foi o RNA extraído e, a parte inferior, o DNA extraído. Separaram-se ambas as 

alíquotas para realização das metodologias separadamente.  

 

 A continuação da extração do RNA se deu com a adição de 600 µL de álcool 

isopropílico absoluto, deixando-se a temperatura ambiente por 10 minutos. Centrifugou-se a 
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12.000 rpm por 15 minutos, a 4°C e, retirou-se o sobrenadante. Após, lavou-se o sedimento 

com 900 µL de etanol 75% e centrifugou a 9.500 rpm por 15 minutos a 4°C. Secou-se o 

sedimento e o ressuspendeu em 15 µL de água DEPC. Incubou-se por 10 minutos a 55-60°C. 

 

 A extração de DNA foi prosseguida adicionando-se 300 µL de etanol absoluto e 

deixando-se 3 minutos em temperatura ambiente. Centrifugou-se novamente os tubos a 6.000 

rpm por 15 minutos e 4°C. O sobrenadante formado foi desprezado. Lavou-se o sedimento 

com 500 µL de 0,1M de citrato de sódio e os tubos foram deixados 30 minutos em 

temperatura ambiente. A etapa de centrifugação-lavagem foi repetida até que a amostra não 

apresentasse fenol. Após a lavagem, o sedimento foi ressuspendido em 1,5 mL de etanol a 

75% e incubado por 20 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se a 5.500 rpm por 5 

minutos a 4°C. O sedimento foi dissolvido em 50 µL de 8mM de NaOH.  

 

Os reagentes e suas quantidades para a preparação do reagente para a síntese do cDNA 

estão descritas na Tabela 1. Os reagentes para realização do PCR, a partir do cDNA estão 

descritos na Tabela 2.  

 

Tabela 1: Reagentes e suas respectivas quantidades necessárias para a síntese do cDNA do RNA viral 

Quantidade Reagente 
6,0 µL 

 

3,1 µL 

PCR Buffer (Tris HCl 250 mM pH 8.3, MgCl2 15 mM, KCl 

375mM; Invitrogen™) 

Água DEPC 

2,5 U Transcriptase Reversa (Invitrogen™) 

10,0 mM dNTP (Invitrogen™) 

50,0 pmoles Entero 1 

50,0 pmoles Entero 1A 

15,0 µL RNA extraído 

0,1 M DTT (Invitrogen™) 

20,0 U RNAse out (Invitrogen™) 

 

 

Como controle positivo da reação foram utilizados 5 µL de RNA extraído do protótipo 

padrão Echovírus 30 e, como controle negativo 5 µL de água ultrapura MilliQ® (Millipore™). 

A reação de transcrição foi realizada a 37°C/90 min., seguido de 95°C/5 min. em 

termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf®). 
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Tabela 2: Reagentes e suas respectivas quantidades necessárias para a preparação do reagente para a 
realização do PCR, a partir do cDNA 

Quantidade Reagente 
36 µL Água DEPC 

5,0 µL PCR Buffer (Tris HCl 7mM, MgCl2 2mM, KCl 50mM, (NH4)2SO4 

20mM; Biotools®) 

10 mM dNTP (Invitrogen™) 

50 pmoles Entero 1 

50 pmoles Entero 1 A 

2,0 µL DMSO 4% 

1,5 U TTH (Biotools®) 

5,0 µL cDNA Template 

1,0 µL Triton 5% 

 

 

Para a detecção dos de enterovírus por RT-PCR foram utilizados os primers 

modificados para pan-enterovírus, originalmente designados por DeLeon et al. (1990) apud 

Noble & Fuhrman (2001): o primer Entero 1 e Entero 1 A (Tabela 3). Estes primers podem 

amplificar pelo menos 25 tipos enterovirais (Noble & Fuhrman, 2001). 

 

Tabela 3: Primers utilizados para RT-PCR e a respectiva localização no genoma viral.  

Primer Seqüência (5’-3’) Grupo de vírus Posição 
Entero 1A ACCGGATGGCCAATCCAA Enterovírus 621-638 

Entero 1 CCTCCGGCCCCTGAATG Enterovírus 444-460 

 

 

A reação de amplificação foi realizada em termociclador Mastercycler Gradient 

(Eppendorf®). A desnaturação ocorreu a 95°C/4 min., seguida por 30 ciclos de desnaturação a 

95°C/1,5 min., anelamento a 50°C/1,5min., extensão 72°C/ 1,5 min., e extensão final 72°C/ 5 

min.  

 

Nas reações de amplificação gênica foi utilizada água ultrapura (Milli-Q®) tratada com 

DEPC a 0,01% como controle negativo e cDNA de genoma do vírus padrão Echovírus 30 

como controle positivo. 
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Os resultados foram analisados em gel de agarose 1,2% em tampão TAE, em cuba de 

eletroforese horizontal, submetidos a uma eletroforese a uma voltagem de 100 volts e corados 

com solução brometo de etídeo (0,5 µg/mL). A presença de produtos de amplificação foi 

evidenciada após exposição à luz UV. 

 

Os reagentes e suas quantidades para a preparação do reagente para a realização do 

PCR e do nested PCR estão descritos nas tabelas 4 e 5, respectivamente. Para o PCR, utilizou-

se primers que identificam a região conservada que codifica o hexon, comum para todas as 

espécies do gênero Mastadenovírus, descrito por Allard et al. (1992).  

 

Tabela 4: Reagentes e suas quantidades utilizadas na primeira reação de PCR, para detecção de 
adenovírus. 

Quantidade Reagente 
34 µL Água DEPC 

5,0 µL PCR Buffer (Tris HCl 7 mM, MgCl2 2 mM, KCl 50mM, 

(NH4)2SO4 20 mM) 

10mM dNTP (Invitrogen™) 

60 pmoles Primer hexAA1885 

60 pmoles Primer hexAA1913 

1,5 U TTH (Biotools®) 

7,0 µL 

10 mM 

DNA 

dNTP (Invitrogen™) 

 

 

Como controle positivo da reação foram utilizados 5 µL de DNA extraído do protótipo 

padrão HadV-5 e, como controle negativo, 5 µL de água ultrapura (MilliQ®). 

 

A reação de amplificação foi realizada em termociclador Mastercycler Gradient 

(Eppendorf®) nas seguintes condições: desnaturação das fitas de DNA a 94ºC/1min., seguida 

de 40 ciclos de desnaturação a 94ºC/1min., anelamento a 57,2ºC/1min, extensão a 72ºC/45 

seg e, extensão final a 72ºC por 5 min.  
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Tabela 5: Reagentes e suas quantidades utilizadas na segunda reação de PCR (nested), para detecção 
de adenovírus. 

Quantidade Reagente 
34 µL Água DEPC 

5,0 µL PCR Buffer (Tris HCl 7 mM, MgCl2 2 mM, KCl 50 mM, 

(NH4)2SO4 20 mM) 

1,0 µL dNTP  

50 pmoles Primer nehexAA1893 

50 pmoles Primer nehexAA1905 

10mM dNTP (Invitrogen™) 

1,5 U TTH (Biotools®) 

7,0 µL 

10 mM 

DNA 

dNTP (Invitrogen™) 

 

 A primeira amplificação foi realizada utilizando-se o par de iniciadores hexAA1885 e 

hexAA1913 (Tabela 6). O nested PCR foi realizado utilizando-se o par de primers 

nehexAA1893 e nehexAA1905 (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Primers utilizados na reação de PCR e nested PCR para detecção de adenovírus. 

Primer Seqüência (5’-3’) 
Grupo de 

vírus Posição 

hexAA1885 GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC- Mastadenovírus 18858-18883 

hexAA1913 CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT Mastadenovírus 19136-19158 

nehexAA1893 CCACCGAGACGTACTTCAGCCTG Mastadenovírus 18937-18960 

nehexAA1905 TGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCGGTC Mastadenovírus 19051-19079 

 

 

A reação foi realizada em termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf®). Em 

todas as reações foi utilizado como controle positivo DNA de HAdV-5 e, como controle 

negativo, água ultrapura (MilliQ®). Os resultados foram analisados em gel de agarose 1,2% 

em tampão TAE, em cuba de eletroforese horizontal, submetidos a uma eletroforese a uma 

voltagem de 100 volts e corados com solução brometo de etídeo (0,5 µg/mL). A presença de 

produtos de amplificação foi evidenciada após exposição à luz UV. 
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4.5 Análises físicas e químicas 

 
 Dentre as análises físicas e químicas realizadas a fim de se caracterizar o efluente 

bruto e tratado, foi dada maior ênfase à matéria orgânica, medida na forma de demanda 

bioquímica de oxigênio (DBO5), sólidos totais e turbidez. Esses parâmetros foram utilizados 

por haver indícios da influência destes no comportamento de microrganismos indicadores de 

poluição fecal presentes em esgotos sanitários. 

 

As análises de demanda bioquímica de oxigênio, turbidez e sólidos suspensos foram 

realizadas de acordo com o Standard Methods for the Examination of Wastewater (APHA, 

2005). 

 

4.5.1 Demanda Bioquímica de Oxigênio 

 

 A determinação da DBO5 foi realizada com o sistema Oxitop® (Merck), o qual se 

baseia no consumo de oxigênio dissolvido na fase líquida, durante a respiração aeróbica, com 

conseqüente reposição pelo oxigênio molecular presente na fase gasosa. Dessa forma, a 

pressão parcial do oxigênio no headspace (espaço livre entre a tampa e o nível do líquido num 

frasco) tende a diminuir devido à reposição do oxigênio consumido pela atividade microbiana.  

 

 Os equipamentos do sistema Oxitop® absorvem o gás carbônico, produzido durante a 

degradação aeróbica, através de pastilhas de NaOH colocadas em uma cestinha suspensa, 

através da qual os gases são obrigados a passar antes de atingirem o transdutor de pressão. 

Esse quantifica corretamente a queda de pressão devida ao consumo de oxigênio (Aquino et 

al., 2007). 

 

 Uma alíquota da amostra foi colocada em uma garrafa de vidro âmbar com capacidade 

de 500 mL, juntamente com um agitador magnético. A quantidade da amostra a ser colocada 

depende da faixa esperada de DBO5 (APHA, 2005). Se possuir uma alta DBO5, é colocada 

pouca quantidade de amostra e uma baixa DBO5, maior quantidade de amostra. Antes do 

fechamento com os dispositivos Oxitop®, é colocada um recipiente de borracha com pastilhas 

de NaOH. Depois de fechado, o vidro é acondicionado durante cinco dias, em uma estufa, à 
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temperatura de 20°C. O resultado, depois de transcorrido o tempo necessário e consulta à 

tabela específica, foi dado em mg O2/L. 

 

4.5.2 Turbidez 

 

 A turbidez foi analisada através do método nefelométrico. Esse método é baseado na 

intensidade da luz que é dispersa pela amostra comparada à intensidade dispersa por uma 

referência padrão, ambas sob as mesmas condições. A alta intensidade da luz dispersada 

indica alta turbidez. Essa análise foi realizada através de um turbidímetro. Os resultados 

foram expressos em unidades nefelométricas de turbidez (NTU). 

 

4.5.3 Sólidos Totais 

 

Para a análise dos sólidos totais, primeiramente, se faz uma preparação prévia das 

cápsulas de porcelana, uma para cada amostra. A preparação da cápsula consistiu de três 

etapas sucessivas em forno tipo mufla, a temperatura de 530-550°C, durante 1 hora, e 

posterior colocação em dessecador para estabilização da temperatura. Após isso, a cápsula foi 

pesada em balança analítica. 

 

Cada amostra submetida à análise foi homogeneizada. Posteriormente, foi separada 

uma alíquota de 100 mL de cada efluente e colocada na cápsula de porcelana, previamente 

preparada. As cápsulas foram enviadas a equipamentos de banho-maria, até secagem 

completa da água, sendo remanescentes nas cápsulas apenas os sólidos totais presentes em 

cada amostra.  

 

Depois da secagem, as cápsulas foram colocadas em fornos tipo estufa, e secadas a 

temperatura de 103-105°C durante 1 hora. Decorrido esse tempo, as cápsulas foram retiradas 

do forno e armazenadas em dessecadores, para nova estabilização da temperatura e para 

possibilitar uma posterior leitura nas balanças analíticas.  

 

O teor de sólidos totais presentes em cada amostra foi obtida a partir da diferença do 

peso da cápsula depois e antes do procedimento descrito.  
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4.6 Análises estatísticas para determinação da correlação entre duas variáveis 

 

Para verificar a existência de correlação entre os resultados das análises foi aplicada a 

análise de correlação de Pearson, aonde a medida do grau e o sinal da correlação linear são 

dados pela covariância entre duas variáveis, através do programa estatístico SPSS 13. 

 

O índice de correlação calculado varia entre -1 e 1, e os valores mais próximos a estes 

extremos indicam uma forte correlação. Quando os valores se distanciam dos extremos, tem-

se uma correlação fraca. Essa pode ser evidenciada num diagrama de dispersão, quando não é 

obtido um bom ajustamento de nenhuma reta, verificando-se a maior probabilidade de 

acontecimentos ao acaso. Por isso, serão descartadas as hipóteses com coeficientes de 

regressão maiores que -0,5 e menores que 0,5, e as que não possuem significância, pelo 

menos, ao nível de 5%. 

 

Uma correlação positiva ocorre quando a reta de regressão, obtida a partir do diagrama 

de dispersão, tem declive positivo. Isso significa um crescimento das duas variáveis em 

proporção linear. A correlação é positiva quando R varia de 0 a 1. Uma correlação negativa 

ocorre quando a reta tem declive negativo, significando o crescimento de uma variável em 

detrimento do decaimento da outra. Neste caso, o coeficiente de correlação varia de -1 a 0. 

 

 Foram traçadas linhas de tendência para verificação do comportamento dos 

microrganismos no afluente bruto e nos dois bioprocessos, entre si e em relação à 

sazonalidade. Essas linhas demonstraram o comportamento de cada variável em relação às 

outras, quando foram comparadas entre si.  

 

 Para avaliar a significância da variação sazonal, as quantidades médias de cada 

microrganismo foram agrupadas de acordo com o período das diferentes estações climáticas, e 

submetidas a testes de ANOVA (5%). A análise de teste t-Student (5%) foi aplicada quando 

obtida diferença significativa na quantidade de microrganismos, a partir do teste de ANOVA. 

 

 Médias aritméticas foram realizadas para determinar a média de precipitação e média 

de temperaturas nas estações do ano, no período de junho/2006 a junho/2007. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Temperatura e precipitação médias 

 

 Os dados da tabela 7 indicam as médias calculadas de temperatura média e 

precipitação média em Porto Alegre - RS, de acordo com dados obtidos no website da Defesa 

Civil do Estado do Rio Grande do Sul e do Banco de Dados do CPTEC/INPE, durante o 

período de estudo. Foram obtidas as maiores médias de precipitação no verão e outono, com 

159,1 e 136,8 mm, respectivamente. A maior media de temperatura, de 23,1°C, foi obtida no 

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

 

Tabela 7: Dados referentes à temperatura média (°C) e a precipitação média (mm) da respectiva 
estação em Porto Alegre – RS, no período de junho/2006 e junho/2007, com base nos dados da Defesa 

Civil do RS e do Banco de Dados do CPTEC/INPE. 

 Temperatura média (°C) Precipitação média (mm) 

Inverno 14,4 80,5 

Primavera 19,4 102 

Verão 23,1 159,1 

Outono 17,4 136,8 

 

 

5.2 Qualidade do afluente e dos efluentes analisados 

 

Os resultados aqui apresentados, referente à análise de colifagos, coliformes e dados 

físicos e químicos, contemplam um total de 99 amostras. 

 

Do afluente bruto coletado na Estação de Tratamento de Esgotos, observou-se uma 

obtenção de valores elevados na quantidade de matéria orgânica, turbidez e sólidos totais, 

tendo uma remoção significativa ao decorrer de cada tratamento analisado. As médias 

correspondentes podem ser visualizadas na tabela 8. As médias encontradas, referentes à 

DBO5 em esgoto bruto foi de 289,2 mg/L, 121,4 mg/L em efluente de reator UASB e, em 

lodo ativado, 24 mg/L.  
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Para sólidos totais, as médias foram de 950,5 mg/L em efluente bruto, 511,7 mg/L em 

efluente de reator UASB e 607,7 mg/L em efluente de lodo ativado. Em relação à turbidez, 

foram encontradas médias para efluente bruto de 72,7 NTU, 70,8 NTU em efluente de UASB 

e 7,1 NTU em efluente dos lodo ativado.  

 

Em porcentagem, a remoção de matéria orgânica, medida na forma de DBO5 foi cerca 

de 58% no reator UASB e cerca de 92% em lodo ativado; a redução de sólidos totais foi cerca 

de 46% em reator UASB e cerca de 36% em lodo ativado; a redução de 2,6 % de turbidez em 

reator UASB e 90% em lodo ativado.  

 

Tabela 8: Médias dos valores obtidos de DBO5 (mg O2/L), Sólidos Totais (mg/L) e Turbidez (NTU) 
das amostras coletadas de afluente bruto, reator UASB e lodo ativado, coletados no período de 

junho/2006 à junho/2007 na ETE São João Navegantes, Porto Alegre. 

 DBO5 
(mg O2/L) 

Sólidos Totais 
(mg/L) 

Turbidez 
(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 Resolução CONSEMA n° 128/2006, que estabelece padrões de 

emissão de efluentes líquidos para fontes de emissão que lançam seus efluentes em águas 

superficiais no Estado do Rio Grande do Sul, os padrões de emissão não poderiam ultrapassar 

40 mg O2/L para DBO5 em vazões maiores que 10.000 m3/dia. A referida resolução não faz 

referência à turbidez e quantidade de sólidos totais que deve ser atendida. Comparado à 

resolução, nota-se que o efluente final da Estação de Tratamento atendeu ao padrão de 

emissão de matéria orgânica estabelecido, no período de estudo.  

 

O efluente bruto apresentou, também, uma elevada quantidade de microrganismos, 

tanto coliformes como vírus. Observou-se, também, um decréscimo na quantidade de 

microrganismos presentes (Figura 5) ao decorrer de cada tratamento analisado. Os valores das 

médias encontradas em esgoto bruto foram de 4,58.107 NMP/100 mL de coliformes totais, 

5,78.106 NMP/100 mL de E. coli e 2,13.105 UFP/100 mL de colifagos. Em efluente do reator 

UASB foram encontrados 1,1.107 NMP/100 mL de coliformes totais, 3,24.106 NMP/100 mL 

de E. coli e 4,57.104 UFP/100 mL de colifagos. Como efluente final, do processo de lodo 
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ativado se obteve o decaimento microbiano mais significativo, com 4,67.105 NMP/100 mL de 

coliformes totais, 8,65.104 NMP/100 mL de E. coli e 4,59.103 UFP/100 mL de colifagos.  

 

 
Figura 5: Comportamento de coliformes totais, Escherichia coli e colifagos no afluente bruto e nos 
dois bioprocessos: efluente do reator UASB da unidade experimental do IPH/UFRGS e efluente dos 
lodo ativado da ETE São João Navegantes do DMAE – Porto Alegre, de junho/2006 à junho/2007. 

 

 

Em porcentagens, o processo anaeróbio apresentou uma eficiência de 75% para 

coliformes totais, 44% para Escherichia coli e 78,5% para colifagos. Já o processo aeróbio 

apresentou valores de eficácia de remoção de cerca de 98,9% de coliformes totais, 98,5% de 

coliformes fecais e 97,8% de colifagos. 

 

Em relação à quantidade de microrganismos, a referida Resolução CONSEMA 

determina a liberação de até 103 NMP/100 mL de Escherichia coli. Verifica-se que o efluente 

final da ETE lançou no período estudado cerca de uma unidade logarítmica a mais do que o 

estabelecido. 

 

5.3 Correlações e tendências dos microrganismos 

 

Os baixos coeficientes de regressão obtidos (Tabela 9), entre -0,095 e 0,442, apontam 

uma independência em relação ao comportamento de coliformes e de colifagos.  
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Tabela 9: Análise de Correlação de Pearson entre Colifagos, E. coli, coliformes totais, no afluente e 
efluente da ETE são João Navegantes do DMAE – Porto Alegre, RS, e no efluente do reator UASB da 
unidade experimental do IPH/UFRGS, no período de junho de 2006 a junho de 2007. R significante a 

nível de 5%. 

 Colifagos 
x 

E. coli 

Colifagos 
x 

Coliformes Totais 
Esgoto Bruto 0,442 0,002 
Reator UASB 0,237 0,266 
Lodo ativado -0,095 0,160 

                                                                                                                                Correlação de Pearson 

 

 

A mesma independência pode ser visualizada nas linhas de tendência das figuras 5, 6 e 

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

efluente do lodo ativado, respectivamente.  

 

 
Figura 6: Linhas de Tendência do comportamento dos microrganismos analisados:colifagos, E. coli e 

coliformes totais, no afluente bruto, no período analisado. 

 

 

A população de coliformes totais e Escherichia coli seguem uma mesma tendência na 

figura 6, ao contrário da população de colifagos. Este mesmo comportamento pode ser 

verificado na figura 7, referente ao efluente do reator UASB e na figura 8, referente ao 

efluente do lodo ativado.  
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Figura 7: Linhas de Tendência do comportamento dos microrganismos analisados: colifagos, E. coli e 

coliformes totais, no efluente do reator UASB, no período de junho de 2006 à junho de 2007. 

 

 

 
Figura 8: Linhas de Tendência do comportamento dos microrganismos analisados: colifagos, E. coli e 

coliformes totais, no efluente reator de lodo ativado, no período de junho de 2006 à junho de 2007. 

 

 

Além da correlação realizada entre os organismos presentes em esgotos (coliformes e 

colifagos), eles foram correlacionados com os parâmetros físicos e químicos DBO5, sólidos 
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totais e turbidez, a fim de ser verificada a efetiva influência desses parâmetros sobre o 

comportamento de microrganismos. 

 

Os valores dos coeficientes de correlação de sólidos totais, DBO5 e turbidez podem ser 

visualizados nas tabelas 10, 11 e 12, respectivamente. 

 

Tabela 10: Análise de Correlação de Pearson entre colifagos, E. coli, coliformes totais e sólidos totais 
no afluente e efluente da ETE são João Navegantes do DMAE – Porto Alegre, RS., e no efluente do 
reator UASB da unidade experimental do IPH/UFRGS, no período de junho/2006 à junho/2007. R 

significante em nível de 5%. 

 Sólidos 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 

                                                                                                                                 Correlação de Pearson 

 

 

 A partir da análise de correlação realizada entre os microrganismos e sólidos totais, o 

valor dos coeficientes variou entre -0,026 e 0,458. 

 

Tabela 11: Análise de Correlação de Pearson entre colifagos, E. coli, coliformes totais e DBO5 no 
afluente e efluente da ETE são João Navegantes do DMAE – Porto Alegre, RS., e no efluente do 

reator UASB da unidade experimental do IPH/UFRGS, no período de junho/2006 à junho/2007. R 
significante em nível de 5%. 

 DBO5 
 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 

                                                                                                                              Correlação de Pearson 

 

 

 Com a análise de correlação entre as bactérias coliformes, coliformes e DBO5, foram 

obtidos valores de coeficientes entre -0,534 e 0,442. 
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Tabela 12: Análise de Correlação de Pearson entre colifagos, E. coli, coliformes totais e turbidez no 
afluente e efluente da ETE são João Navegantes do DMAE – Porto Alegre, RS., e no efluente do 

reator UASB da unidade experimental do IPH/UFRGS, no período de junho de 2006 à junho de 2007. 
R significante em nível 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 

                                                                                                                                 Correlação de Pearson 

 
Valores de correlação entre -0,025 e 0,238 foram obtidos quando relacionados os 

microrganismos com turbidez. 

 

As linhas de tendência foram analisadas também a fim de verificar a existência ou não 

de influência da sazonalidade sobre os microrganismos. As linhas de tendência mostram uma 

maior prevalência de colifagos entre inverno e primavera, e, coliformes, no verão e no outono, 

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

referentes ao comportamento em efluente de UASB e figura 10, em efluente de lodo ativado. 

 

 

Figura 9: Linhas de tendência mostrado o comportamento dos microrganismos quando relacionados às 
diferentes estações do ano em esgoto bruto, no período de estudo analisado. 

 

 

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

Em contrapartida, as bactérias coliformes apresentaram maior média no verão e no outono. 
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Figura 10: Efeito das estações do ano sobre os microrganismos presentes no efluente do reator UASB, 

no período de junho/2006 a junho/2007. 

 

 

As bactérias coliformes apresentaram-se também em maior quantidade no verão e no 

outono. Em relação à colifagos, por sua vez, observou-se uma maior média na primavera.  

 

 
Figura 11: Microrganismos presentes no efluente de lodo ativado no período de estudo, analisados sob 

as diferentes estações do ano. 
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No efluente de lodo ativado, a tendência contrária entre colifagos e coliformes é mais 

acentuada, indicando a maior quantidade de fagos no inverno e primavera, e coliformes, no 

verão.  

 

No entanto, a análise de variância (ANOVA) realizada a fim de se verificar verdadeira 

influência do fator sazonalidade sobre os microrganismos, mostrou que esta sazonalidade não 

foi verificada em nível de significância de 5%, exceto em relação à colifagos em lodo ativado, 

que mostrou diferenças significativas em suas quantidades, com uma maior prevalência nos 

períodos de inverno e primavera quando comparado aos períodos de verão e outono. Já que o 

processo de lodo ativado é o último tratamento a que o efluente é submetido, pode-se verificar 

que no período de inverno e primavera de foi liberada uma maior quantidade de vírus no 

ambiente, quando comparado ao verão e ao outono. 

 

5.4 Detecção de enterovírus e adenovírus 

 

 Para a determinação da presença de enterovírus e adenovírus, foram analisadas 36 

amostras. Tentou-se, também, a incorporação do teste de infectividade viral. 

 

 Com a análise de infectividade viral, não foi possível a obtenção de resultados 

conclusivos. Mesmo assim, o teste foi válido, já que, com este se tentou o aumento das 

partículas virais, devido a sua replicação nas células suscetíveis a infecção, além da tentativa 

de remoção de substâncias inibidoras das análises de nested PCR e RT-PCR.  

 

 Os resultados de RT-PCR e nested PCR das amostras podem ser visualizados na tabela 

13, juntamente com as respectivas datas de coleta. Das 36 amostras analisadas, do teste de 

nested PCR foram obtidos 6 resultados positivos (16,67%) e, do teste de RT-PCR, apenas 2 

resultados positivos (5,56%). 
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Tabela 13: Resultados dos testes realizados de nested PCR e RT-PCR, para análise de adenovírus e 
enterovírus, nas amostras de efluente de lodo ativado, efluente de reator UASB e afluente bruto, e suas 

respectivas datas de coleta. 

Amostra Tratamento Data nested PCR 
Adenovírus 

RT-PCR 
Enterovírus 

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 

 

 



63 
 

 A comprovação da presença de adenovírus se deu nas amostras 7 (lodo ativado), 10 

(lodo ativado), 15 (afluente bruto), 27 (afluente bruto), 31 (afluente bruto) e 35 (UASB). Em 

relação à presença de enterovírus, as amostras que resultaram em positivas foram apenas a 14 

(UASB) e 16 (lodo ativado). A baixa detecção viral nos testes realizados não era o esperado, 

sugerindo-se, assim, a ocorrência de resultados falsos-negativos. Devido a isso, análises 

estatísticas apuradas não foram possíveis de serem realizadas.  

 

 Ressalta-se que, duas das seis amostras positivas para adenovírus são resultantes do 

processo de lodo ativado, bem como das duas positivas para enterovírus, uma é proveniente 

do mesmo efluente final da ETE. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A discussão dos resultados obtidos nesta pesquisa contemplou, primeiramente, a 

avaliação da relação entre colifagos, bactérias coliformes e os parâmetros físicos e químicos. 

Posteriormente, a discussão envolve a determinação de vírus entéricos e, por fim, a relação 

entre vírus entéricos e colifagos.  

 

O comportamento de colifagos e bactérias coliformes foi inicialmente avaliado frente 

aos parâmetros físicos e químicos DBO5, sólidos totais e turbidez, além de verificar se há ou 

não influência da sazonalidade sobre o comportamento dos mesmos. 

 

Para tal propósito, se comparou a eficiência do processo de lodo ativado e reator 

UASB em relação aos valores dos referidos parâmetros e dos microrganismos.  

 

Von Sperling (2005) indica como eficiência média de remoção de matéria orgânica 

valores próximos de 90%, para lodo ativado, e 75% para reatores UASB.  

 

Conforme citado na literatura, estes valores de desempenho foram comprovados no 

presente trabalho. O processo de lodo ativado apresentou uma remoção média de 92% de 

DBO5, comparado a 58% do reator anaeróbio. O melhor desempenho do processo aeróbio 

também foi verificado quando avaliado o parâmetro turbidez, com cerca de 90% de remoção, 

em comparação a 2,6% obtido no reator UASB. A mesma eficiência do processo de lodo 

ativado não foi verificada em relação a sólidos totais. No entanto, se este parâmetro for 

considerado em conjunto com sólidos suspensos e sólidos dissolvidos, pode-se relacionar uma 

grande remoção de sólidos suspensos neste processo, analisando-se concomitantemente com o 

parâmetro turbidez.  

 

Em relação a microrganismos, a literatura cita eficiência de remoção de 90% de 

microrganismos em lodo ativado e 60% em reatores UASB (von Sperling, 2005). No presente 

estudo, foram obtidos valores acima de 97% referentes à remoção de microrganismos no lodo 

ativado e, em reator UASB, a remoção variou entre 44% (em relação a coliformes fecais) e 

78% (em relação à colifagos).  
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Um processo de tratamento de esgotos ideal deve contemplar dois requisitos: possuir 

baixo custo operacional e oferecer efluente com boa qualidade higiênico-sanitária. O processo 

de lodo ativado se caracteriza por apresentar alta eficiência de remoção de matéria orgânica e 

excelente flexibilidade operacional (von Sperling, 2005). No presente estudo, apresentou 

efluente que atendeu ao exigido pela Resolução CONSEMA 128/2006, referente à quantidade 

de matéria orgânica. Contudo, essa eficiência é aliada a elevados custos operacionais. Este 

processo, além de produz um excesso de lodo, que necessita de tratamento complementar 

(desinfecção) para sua disposição final ou reuso, também requer custos de implantação e 

operação, devido ao seu alto consumo energético (von Sperling, 2005). Mesmo apresentando 

o maior decaimento microbiano, quando comparado ao reator UASB, o efluente de lodo 

ativado neste trabalho ainda apresentou considerável quantidade de microrganismos (em 

média quatro unidades logarítmicas), não atendendo à referida Resolução quando relacionada 

a bactérias coliformes.  

 

O reator UASB, por sua vez, pode ser uma alternativa interessante para o tratamento 

de esgoto, pois é uma tecnologia simples e de baixo custo, pois não necessita aeração, produz 

menos lodo e a energia é produzida em vez de ser consumida (Chernicharo, 2001). No 

entanto, os reatores anaeróbios dificilmente produzem efluente que atende aos padrões 

estabelecidos pela legislação ambiental brasileira. Destaca-se, portanto, a grande importância 

da utilização de um pós-tratamento dos efluentes dos reatores anaeróbios. Por isso, trabalhos 

têm sido desenvolvidos a fim de pesquisar alternativas para este impasse (Chernicharo, 2001). 

Esta etapa adicional tem a finalidade de completar a remoção da matéria orgânica, bem como 

propiciar a remoção dos microrganismos pouco afetados no tratamento anaeróbio, o que 

proporcionaria a proteção dos corpos d’água receptores dos lançamentos dos esgotos. Assim, 

além de poder propiciar efluentes com melhor qualidade microbiológica, a utilização de reator 

UASB combinado a um pós-tratamento também reduziria o valor agregado relacionado à 

operação, quando comparado a tratamento realizado unicamente por lodo ativado.  

 

Na presente pesquisa, não foi verificada relação estatística significante entre colifagos 

e as bactérias coliformes. Isso foi comprovado pelos baixos coeficientes de correlação 

obtidos, que podem ser visualizados na tabela 9. Nos resultados apresentados nas figuras 6, 7 

e 8, se observa uma mesma tendência de coliformes totais e E. coli, ao contrário dos 

colifagos, que pareceu destoar da tendência bacteriana. De acordo com Tavares et al. (2005), 

não é esperado que haja correlação quantitativa significativa entre vírus e indicadores 
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bacterianos do grupo coliforme. Grabow et al. (1984) citam que as razões mais importantes 

dessa flutuação na relação entre coliformes e colifagos está associada as diferenças na 

sobrevivência e multiplicação de fagos e bactérias em diferentes ambientes aquáticos. 

Bactérias necessitam de condições ideais e para sua multiplicação, além de serem mais 

suscetíveis às condições ambientais adversas e a tratamentos (Metcalf et al., 1999; Tree et al., 

2003). Já os vírus podem permanecer viáveis durante vários meses na água, embora não se 

multipliquem por serem parasitas intracelulares obrigatórios (Tavares et al., 2005). Ambos os 

microrganismos também apresentam comportamento distinto, influenciado pela sazonalidade, 

que será discutido a seguir. Baggi et al. (2001) e Ballester et al. (2005) não encontraram 

correlação aparente entre indicadores bacterianos e contaminação, seja ela medida por 

colifagos ou por vírus entéricos. Pusch et al. (2005) concluíram que águas de superfície, 

mesmo com padrão bacteriológico aceitável, são um potencial reservatório de vírus entéricos.  

 

Este resultado enfatiza a necessidade do monitoramento em conjunto de bactérias e 

vírus, pois já que ambos possuem comportamento independente, a presença de um não indica 

necessariamente a presença do outro nos efluentes testados. 

 

 Também não foi verificada correlação significativa entre os parâmetros físicos e 

químicos analisados em relação à colifagos. Tal fato pode ser devido a não existência de uma 

correlação numérica entre as variáveis analisadas, conforme os resultados obtidos no presente 

trabalho. Entretanto, diversas pesquisas mencionam que a presença de sólidos, matéria 

orgânica e turbidez contribuem para uma maior retenção e manutenção da infectividade das 

partículas virais em águas e efluentes. Autores afirmam que vírus possuem capacidade de 

adsorção a matéria orgânica (Rusin et al., 2000) e à sólidos (Gonçalves, 2006; Martins et al., 

1991; Bradford et al., 2006) e, conseqüentemente, apresentam uma maior proteção e 

resistência frente a processos de tratamento de água e efluentes.  

 

 O verão e o outono no Rio Grande do Sul, no período deste estudo (junho/2006 a 

junho/2007) apresentaram alto índice pluviométrico, enquanto que o baixo índice de chuvas 

foi observado no inverno e na primavera. Mesmo com a diferença significativa comprovada 

apenas em relação à colifagos em efluente de lodo ativado, podem-se observar os gráficos das 

linhas de tendência. A partir das curvas de tendência em relação às estações, apresentadas nas 

figuras 9, 10 e 11, se visualiza uma maior prevalência dos colifagos nos períodos de inverno e 

primavera, ou períodos secos, e as bactérias coliformes, no verão, ou período úmido, no 
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período analisado. Esta constatação está associada ao comportamento sazonal de vírus 

entéricos, conforme citado em outras pesquisas. Costa et al. (2003) também encontraram 

maior prevalência de bacteriófagos no inverno brasileiro, quando comparado ao verão, em 

efluentes de wetlands. Jiang et al. (2007) citam que, ao contrário dos indicadores bacterianos, 

genomas virais humanos são freqüentemente encontrados em maior quantidade em tempo 

seco, quando comparados a períodos chuvosos, no estado da Califórnia, EUA. Cardoso et al. 

(1992) e Cardoso et al. (2003) relatam uma maior estabilidade de vírus entéricos frente à 

climas secos, no estado de Goiás, Brasil.  

 

Linhares (2000) cita a presença de uma sazonalidade também referente a casos de 

gastroenterites causadas por vírus entéricos no Brasil, bem marcante quando comparadas as 

regiões de clima tropical e clima subtropical. O autor relata que as regiões norte e nordeste 

brasileiros não apresentam uma sazonalidade tão marcante, quando comparada às regiões 

centro-oeste, sudeste e sul, que exibem um perfil sazonal predominante, observando-se uma 

maior incidência destes surtos nos períodos mais secos do ano.  

 

A diferença na quantidade de colifagos foi comprovada apenas no efluente final da 

ETE, com valor significativamente maior nas estações inverno e primavera, que apresentaram 

o menor índice pluviométrico no período de estudo. Este fato pode ser associado com a 

variabilidade sazonal de lançamento de vírus entéricos no ambiente e/ou com a maior 

resistência de colifagos ao tratamento frente a climas com menor índice de chuvas. Tal 

relação coincide com o comportamento de vírus entéricos, já que estes apresentam a mesma 

semelhança nas mesmas condições. Além disso, tal fator também pode ser associado como 

uma das causas de surtos de gastroenterites causadas por vírus entéricos, já que tais surtos 

também têm predominância em períodos secos. 

 

Contudo, apesar desta semelhança relacionada ao comportamento sazonal de fagos e 

vírus entéricos encontrada, são necessárias maiores verificações e associações a respeito de 

colifagos. Observações relacionadas à sua incidência, quantidade e resistência, comparadas ao 

comportamento de vírus entéricos são essenciais para avaliar a possibilidade da utilização 

destes fagos como indicadores virais.  
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A detecção dos vírus entéricos enterovírus e adenovírus e a verificação da sua 

infectividade são discutidas a seguir. Para tal, 36 amostras foram analisadas a fim de se 

estabelecer correlações entre colifagos e vírus entéricos. 

 

 A detecção dos vírus entéricos empregou a metodologia de filtração-eluição, 

reconcentração e análise molecular. As amostras coletadas foram submetidas diretamente ao 

processo de filtração-eluição, no Laboratório de Saneamento do IPH/UFRGS e, após esse 

procedimento, foram estocadas em freezer comum, até a realização das etapas posteriores. No 

entanto, a reconcentração foi realizada somente em janeiro/2009, no Departamento de 

Bioquímica/UFRGS e, até a realização das análises moleculares, no Instituto de Ciências 

Biomédicas/USP, em novembro e dezembro/2009, também foram armazenadas no mesmo 

freezer no IPH/UFRGS. 

 

 Durante o período de armazenamento, ocorreram diversas quedas de energia no 

Campus da Universidade. Algumas vezes o Instituto permaneceu mais de um dia sem energia 

elétrica. Acredita-se que tal fato comprometeu as amostras estocadas, principalmente em 

relação à resistência e à estabilidade viral, o que foi prejudicial para a manutenção da 

estrutura, e pôde ser constatado nas etapas de análise posteriores.  

 

Antes das amostras serem submetidas à análise molecular, estas foram tratadas com 

Vertrel®, a fim de purificar a solução e evitar que substâncias presentes pudessem inibir a 

ação das enzimas transcriptase reversa e DNA polimerase. Depois desta etapa preliminar, as 

amostras também foram tratadas com antibióticos e fungicidas, para realização do teste de 

cultura celular. Mesmo com as condições em que as amostras se apresentavam, acreditou-se 

que este teste teria realização válida. Apesar de não ser possível uma determinação conclusiva 

da infectividade, devido à grande quantidade de bactérias presentes nas amostras, se diluiria a 

amostra pelo meio de cultura, reduzindo o efeito de compostos tóxicos em cultura de células e 

substâncias inibidoras, e aumentaria o número de vírus infecciosos, facilitando a detecção por 

nested PCR e RT-PCR. 

 

 Mesmo com as etapas de purificação descritas, não se obteve resultados satisfatórios 

na detecção viral. A análise molecular realizada nas 36 amostras indicou a efetiva presença de 

enterovírus em apenas duas amostras. Já com a análise de adenovírus, constatou-se, com 

segurança, a sua presença em seis amostras.  
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 Autores relatam detecções satisfatórias de vírus entéricos em afluentes e efluentes 

tratados de ETEs. Em relação à presença de enterovírus, foram encontradas porcentagens de 

amostras positivas na faixa de 89% (Pusch et al., 2005) em afluente bruto e 43,7% (Gantzer et 

al., 1998) e 76% (Pusch et al., 2005) em efluente tratado em ETE. Adenovírus foram 

encontrados em porcentagens distintas. Piña et al. (1998) relataram a presença deste vírus em 

93% das amostras de esgoto bruto, bem como em 65% das amostras de águas de rio, 

analisadas na Espanha. Garrafa (2009), com a mesma metodologia empregada nesta pesquisa, 

detectou em 80,8% das amostras de afluente a presença de adenovírus. Já em efluente tratado, 

a porcentagem encontrada foi 47,4%. Martins (2005), também baseado na técnica de filtração-

eluição, encontrou adenovírus em 80% das amostras de afluente e efluente tratado por lagoas.  

 

 Os resultados apresentados na literatura descrita acima indicam a existência de 

adenovírus e enterovírus em amostras ambientais, principalmente em amostras de afluente 

sanitário bruto e amostras de efluente sanitário tratado. Assim, sabendo-se que esgotos 

sanitários incorporam em si uma ampla gama de microrganismos, a baixa detecção viral 

obtida no presente trabalho não foi atribuída à inexistência ou à reduzida concentração viral 

nas amostras que foram analisadas, a ponto de não serem passíveis de detecção pelos métodos 

empregados.  

 

 Os baixos resultados encontrados podem ser justificados, principalmente, pelos 

repetidos processos de congelamento e descongelamento das amostras armazenadas em 

freezer comum no IPH, antes e após a reconcentração por ultracentifugação. Este processo, 

que sozinho já contribui para a degradação do material genético, também pode ter favorecido 

o crescimento de outros microrganismos, principalmente bactérias.  

 

 As partículas virais, após o processo de filtração-eluição, estavam suspensas em uma 

solução de extrato de carne, um meio rico em carbono orgânico, nitrogênio e vitaminas. Por 

isso, o aumento de temperatura associado a condições propícias para o desenvolvimento, 

favoreceu o crescimento bacteriano na solução. Tal fato também foi comprovado na prática 

por indícios sensoriais. Além de conter um cheiro forte e desagradável, as amostras 

apresentavam um aspecto turvo. A presença de inibidores nas reações moleculares também 

pode ser uma justificativa para o resultado obtido, apesar de que metodologias para a remoção 

dos mesmos foram realizadas. 
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 Mesmo com as referidas condições adversas, adenovírus puderam ser detectados em 

seis amostras, enquanto enterovírus foram detectados em apenas duas amostras. Tang (2009) 

reportou em seu trabalho a maior resistência de adenovírus em relação a vírus de RNA, a 

condições ambientais adversas. Rusin et al. (2000) encontraram adenovírus em esgoto bruto e 

no lodo de esgoto primário em concentrações dez vezes maiores que enterovírus. Nwachuku 

et al. (2005) também constataram a maior resistência desses vírus, em relação a vírus 

entéricos, quando realizaram repetidos processos de congelamento e descongelamento, para 

posterior teste com radiação ultravioleta. É importante ressaltar a resistência inerente a estas 

partículas, e, embora tenham um potencial patogênico, não se pôde concluir se estas partículas 

estariam aptas a causar infecções em seus hospedeiros, pelos testes realizados. 

 

 Alguns vírus entéricos são muito resistentes ao congelamento, o que permite o 

armazenamento de amostras a -20° C, por um longo período. No entanto, repetidos processos 

de congelamento e descongelamento podem reduzir de 50 a 80% a quantidade de genoma 

viral (Formiga-Cruz et al., 2002). Oslon et al. (2004) relataram que formação de cristais de 

gelo no interior das células pode gerar forças de cisalhamento que interferem na estrutura de 

proteínas do capsídeo, além de destruir ácidos nucléicos. As forças geradas em múltiplos 

congelamentos e descongelamentos danificam os capsídeos virais, tornando as partículas mais 

suscetíveis a inativações (Nwachuku et al., 2005). 

 

 É conhecido que a temperatura é o fator determinante de maior importância para a 

sobrevivência de vírus no ambiente. Se a temperatura aumentar, o metabolismo de outros 

microrganismos, como bactérias e protozoários, acelera (Oslon et al., 2004).  

 

 Estes organismos, principalmente bactérias, presentes nas amostras com vírus, 

apresentam um papel importante na inativação e degradação da partícula viral. O capsídeo 

viral é composto de proteínas, e por isso pode ser uma fonte de nutrientes para as bactérias 

(Guardabassi et al., 2003). Além disso, as bactérias produzem enzimas proteolíticas 

(Guardabassi et al., 2003) e nucleases (Rodriguez et al., 2009). Devido ao capsídeo viral ser 

formado por proteínas, ele é extremamente suscetível à ação das referidas enzimas, que 

podem degradar a partícula viral, liberando o DNA ou o RNA no meio, danificando-a ou 

inativando-a, além de causar uma posterior perda de infectividade viral (Rodriguez et al., 

2009).  
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 Echavarria et al. (1998) também relataram uma degradação viral após estocagem não 

adequada. Le Guyader et al. (1998) determinaram que a maioria das amostras negativas, cerca 

de 87%, resultantes da detecção viral apresentaram contaminação bacteriana. Classen et al. 

(2008) concluem, em seu trabalho, que a contaminação bacteriana, em sistemas de teste de 

ácidos nucléicos, precisa ser reconhecida como perigo potencial em diagnóstico virológico, já 

que as enzimas RNAses e DNAses bacterianas podem acarretar em resultados falso-negativos 

ou inválidos, devido a degradação do RNA e DNA. 

 

 Ressalta-se, também, a presença de adenovírus no efluente final da Estação de 

Tratamento São João Navegantes. Este resultado ressalta a baixa eficiência da ETE para a 

remoção e/ou inativação de microrganismos, principalmente partículas virais. Esta 

constatação reforça a preocupação com a saúde pública, já que se sabe que estas partículas são 

a causa etiológica de diversas doenças de veiculação hídrica. Comparando os resultados 

obtidos com a análise de vírus entéricos, bactérias coliformes e colifagos, se pode destacar a 

importância da realização de um tratamento terciário na ETE em estudo. Este tratamento 

adicional removeria os microrganismos e asseguraria a qualidade microbiológica do efluente a 

ser lançado para o ambiente.  

 

 Se houver reuso dos esgotos sanitários tratados, é importante salientar que a 

desinfecção pode ser definida como a etapa responsável pela redução das densidades de 

microrganismos até os limites estabelecidos pela legislação, para os diferentes tipos de reusos 

(Gonçalves, 2003), sejam eles para abastecimento, irrigação agrícola ou balneabilidade. 

Assim, a qualidade do efluente a ser atingida pode depender da sua destinação final, não 

sendo necessária a realização da desinfecção de todo o volume de esgoto tratado. Algumas 

atividades que reaproveitam este efluente exigem que o mesmo seja livre ou tenha uma 

quantidade reduzida de microrganismos, tais como recreação primária ou irrigação. A 

proteção dos mananciais superficiais e subterrâneos também requer essa mesma qualidade 

mencionada. Outras atividades não exigem uma qualidade tão apurada do mesmo, como 

águas para harmonia paisagística ou outros usos menos exigentes.  

 

 Contudo, a discussão relacionando os vírus entéricos analisados e colifagos não foi 

possível de ser realizada. Os resultados obtidos são inconclusivos e não permitiram a 

determinação de uma análise mais aprofundada de adenovírus e enterovírus presentes nas 

amostras. Por isso, também não foi possível estabelecer a sazonalidade e relação entre 
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adenovírus, enterovírus e bactérias do grupo coliforme, tampouco entre adenovírus, 

enterovírus e os parâmetros físicos e químicos DBO5, turbidez e sólidos totais. 

 

 Sabe-se que, mesmo após os tratamentos físicos, químicos e biológicos que ocorrem 

nas Estações de Tratamento de Esgotos, o efluente tratado dificilmente está isento da presença 

de microrganismos patogênicos, podendo acarretar em diversos problemas, principalmente de 

saúde pública. Os atuais indicadores microbiológicos utilizados, coliformes totais e fecais, 

não predizem a total desinfecção do efluente, pois, como foi observado, vírus são resistentes e 

persistentes aos diversos processos de tratamento de esgoto. Assim, apenas o monitoramento 

de coliformes fecais e totais já não indica com eficácia todos os microrganismos presentes, 

não assegurando a qualidade microbiológica do efluente. 

 

 A vantagem da utilização da análise de colifagos é sua praticidade e rapidez. No 

entanto, existem divergências na literatura a respeito da utilização do mesmo. Estudos 

comprovam a associação entre o fago e vírus entéricos, sugerindo que ele poderia ser um bom 

indicador. Outros trabalhos não encontraram relação significativa, concluindo que colifagos 

não indicaria com segurança a presença de vírus entéricos. Mesmo com a obtenção dos dados 

inconclusivos no presente trabalho, ressalta-se a importância de estudos complementares, que 

possam determinar se uma partícula viral é capaz de indicar a presença das demais, a fim de 

facilitar o monitoramento virológico em águas e efluentes.  
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7 CONCLUSÕES 

 

• Não foi possível validar a viabilidade da utilização de colifagos como indicador de 

poluição fecal nas amostras analisadas pela não significância dos dados obtidos para 

enterovírus e adenovírus e, conseqüentemente, uma análise estatística mais apurada não 

pôde ser realizada; 

 

• Foram detectados colifagos e bactérias coliformes em quantidade significativa em todas as 

amostras analisadas, inclusive no efluente final da ETE; 

 

• Foi verificado um decréscimo na quantidade de microrganismos, ao decorrer de cada 

tratamento analisado. O tratamento de lodo ativado apresentou maior eficiência na 

remoção bacteriana e de colifagos, com decaimento de cerca de duas unidades logarítmicas 

para cada microrganismo analisado; 

 

• Não foi verificada correlação significativa entre coliformes (totais e fecais) e colifagos, 

bem como a mesma não foi verificada entre os parâmetros físicos e químicos e colifagos, 

ressaltando-se a importância do monitoramento em conjunto de bactérias e vírus; 

 

• Colifagos apresentaram sazonalidade semelhante à descrita na literatura referente a vírus 

entéricos, nos efluentes analisados; 

 

• Pelos testes de RT-PCR, a presença de enterovírus foi comprovada em apenas 5,56% das 

amostras analisadas e, pelos testes de nested PCR, a presença de adenovírus foi 

comprovada em 16,67% das amostras. Acredita-se que a baixa detecção foi devida à 

degradação do genoma viral durante o processo de estocagem das amostras. Salienta-se a 

maior resistência de adenovírus a condições adversas de armazenamento; 

 

• Devido à alta contaminação bacteriana presente nas amostras, não se pôde concluir se as 

partículas virais presentes estariam aptas a causar infecções em seus hospedeiros pelos 

testes de infectividade realizados. 
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