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RESUMO 
 

O aumento das atividades recreacionais na água tem contribuído para a transmissão 
de doenças de veiculação hídrica. Os parâmetros de balneabilidade avaliados para 
exposição humana em águas naturais incluem indicadores bacteriológicos. 
Entretanto, a presença de vírus nestas águas não é considerada. Neste contexto, os 
vírus excretados nas fezes de pessoas infectadas são importantes contaminantes de 
águas superficiais em função do contínuo despejo de esgoto doméstico. Este estudo 
tem como objetivo avaliar a contaminação pelos principais agentes etiológicos da 
gastroenterite viral aguda, rotavírus grupo A (RV-A) e norovírus (NV), em águas 
superficiais da Lagoa Rodrigo de Freitas pela detecção, quantificação e 
caracterização molecular destes agentes, correlacionando-os com parâmetros 
microbiológicos e físico-químicos de qualidade da água. A Lagoa é um ponto 
turístico e de lazer de grande expressão na cidade do Rio de Janeiro, tem sua água 
classificada como água de recreação de contato primário e, atualmente, está 
passando por um programa de despoluição para reverter o seu estado de 
degradação ambiental. Entre Agosto de 2007 e Julho de 2008, 2L de água 
superficial foram coletados mensalmente em 12 pontos, incluindo 10 pontos na 
Lagoa Rodrigo de Freitas, um no Rio dos Macacos, que desemboca na Lagoa, e um 
na praia do Leblon, onde a água da Lagoa é escoada, totalizando 144 amostras. As 
amostras foram concentradas 1000X pelo método de adsorção-eluição utilizando 
uma membrana carregada negativamente e reconcentradas a uma volume final de 
2mL em Centriprep®YM-50. RV-A e NV foram detectados e quantificados pelas 
técnicas de reação em cadeia pela polimerase convencional e quantitativa (cPCR / 
qPCR) precedidas por transcrição reversa (RT). Pela análise conjunta destas 
metodologias, RV-A e NV-GII foram detectados em 24,3% (35/144) e 18,8% 
(27/144) das amostras estudadas, respectivamente. A quantificação de RV-A e NV-
GII variou de 3,34 a 4680 cg/100mL e 1,57 a 26,5 cg/100mL, respectivamente. As 
amostras positivas de RV-A foram caracterizadas pelo sequenciamento parcial do 
segmento 6 (VP6) como subgrupo I e genótipo I2 segundo a nova classificação 
proposta para estes vírus. E.coli foi quantificada por Kit Colilert-18Kit Quanti-Tray®/ 
2000 em cada ponto de coleta como um indicador bacteriológico de contaminação 
fecal e 87,5% (126/144) das amostras de água foram caracterizadas como próprias 
conforme estabelecido pela legislação vigente. RV-A e/ou NV-GII foram detectados 
em 38,1% (48/126) dessas amostras, evidenciando a presença de vírus em águas 
que estão dentro dos padrões aceitáveis para E.coli, não sendo observada a 
associação entre este parâmetro e a detecção destes vírus. Adenovirus humano 
(HuAdV) foram pesquisados como possíveis marcadores virais de contaminação 
fecal humana, sendo detectados em 16,7% (24/144) das amostras, apresentando 
distribuição não homogênea em relação aos resultados de E.coli, RV-A e NV-GII. 
Parâmetros físico-químicos como salinidade, temperatura, pH, cloro e turbidez foram 
determinados, sendo demonstrada uma distribuição não homogênea entre RV-A e 
turbidez e NV-GII e pH. Os dados obtidos neste estudo enfatizam a necessidade do 
estabelecimento de parâmetros virais para a avaliação da qualidade da água e a 
necessidade de se disponibilizar protocolos de detecção viral que auxiliem para a 
adoção de medidas de controle de contaminação ambiental pelas autoridades 
Municipal e Estadual. 
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ABSTRACT  
 

The increase of recreational activities in water has contributed to the transmission of 
waterborne diseases. The bathing parameters evaluated for human exposure in 
natural waters include bacteriological criteria. However the presence of virus is not 
considered. In this context, viruses excreted in feces of infected people are important 
contaminants of surface water due to the continuous discharge of domestic 
sewage.This study aims to evaluate the contamination by the main etiologic agents 
of viral acute gastroenteritis, group A rotavirus (RV-A) and norovirus (NV), in surface 
waters of the Rodrigo de Freitas Lagoon by detection, quantification and molecular 
characterization of these agents, correlating with the microbiological and physico-
chemical standards for water quality. From August 2007 to July 2008, 2L of surface 
water were monthly collected at 12 sites, including 10 sites in the Rodrigo de Freitas 
Lagoon, one in the Macacos River, which flows into Lagoon, and one at Leblon 
Beach, where water Lagoon is drained, totalizing 144 samples. The samples were 
concentrated 1000X by an adsorption-elution method using a negatively charged 
membrane and reconcentrated to a final volume of 2mL in Centriprep®YM-50 
concentrator. RV-A and NV were detected and quantified by conventional and 
quantitative polymerase chain reaction (cPCR/qPCR) preceded by reverse 
transcription (RT). For the joint analysis of these methodologies RV-A and NV-GII 
were detected in 24,3% (35/144) and 18,8% (27/144) of the studied samples, 
respectively. Quantification of RV-A and NV-GII ranged from 3,34 to 4680 cg/100mL 
and 1,57 to 26,5 cg/100mL, respectively. The RV-A positive samples were 
characterized by partial sequencing of segment 6 (VP6) as subgroup I and I2 
genotype according to the new classification proposed. E.coli was quantified using 
Colilert®-18Kit Quanti-Tray®/2000 in each collection site as bacterial standard of fecal 
contamination and 87.5% (126/144) of water samples analyzed were characterized 
as suitable for bath as established by legislation. RV-A and/or NV-GII were detected 
in 38,1% (48/126) of these samples, showing the presence of viruses in waters that 
are within the standards for acceptable E.coli and there was no association between 
this parameter and viral detection. Human adenoviruses (HuAdV) were investigated 
as possible viral markers of human fecal contamination and were detected in 16,7% 
(21/144) of the samples showing non-homogeneous distribution in relation to the 
results of E. coli, RV-A and NV-GII. Physico-chemical parameters, like salinity, 
temperature, pH, chlorine and turbidity, were determined in loco. It was demonstrated 
a non-homogeneous distribution of positive and negative samples between RV-A and 
turbidity and NV-GII and pH. Data obtained in this study emphasize the need for the 
establishment of viral parameters for the assessment of water quality and the need to 
provide viral detection protocols that lead to the adoption of measures to control 
environmental contamination by municipal and state authorities 
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1. INTRODUÇÃO  

 
A água é o constituinte mais característico da Terra, essencial para a 

existência da vida, e um recurso natural de valor inestimável. Dentre seus inúmeros 

usos estão: o abastecimento doméstico e industrial, a irrigação, a preservação da 

fauna e da flora, a recreação e o lazer, a criação de espécies, a geração de energia 

elétrica, a navegação, a harmonia paisagística e o transporte de despejos. 

Entretanto, em função da má utilização e não preservação deste recurso, os 

ecossistemas aquáticos vêm sofrendo alterações nas suas características (Von 

Sperling, 2005). 

A qualidade da água e, portanto, da saúde humana pode ser 

significativamente afetada pela presença de microrganismos patogênicos derivados 

de esgotos não tratados lançados em águas superficiais.  Estima-se que 17-25% da 

população mundial não tenha acesso a água potável (United Nations Population 

Fund/World Bank, 2001) e que doenças de veiculação hídrica estão entre uma das 

causas mais comuns de morte no mundo, afetando especialmente países em 

desenvolvimento (Straub & Chandler, 2003).  

Neste contexto, os vírus  excretados nas fezes de pessoas infectadas são 

importantes contaminantes de águas superficias urbanas pelo contínuo despejo de 

esgotos domésticos. Surtos de doenças associadas a estes patógenos, após o 

contato com águas superficiais contaminadas, têm sido bem documentados, 

demonstrando um aumento significativo de infecções gastroentéricas, oculares, 

auditivas, respiratórias ou dérmicas, entre aqueles que se dedicam a atividades 

nesse tipo de água (Donovan et al, 2008; Sinclair et al, 2009). 

Os vírus presentes no trato gastrointestinal de indivíduos infectados são 

eliminados pelas fezes em concentrações extremamente elevadas, podendo variar 

de 105 a 1013 partículas virais por grama de fezes (Farthing, 1989; Bosch et al, 2008; 

Espinosa et al, 2008; Hamza et al, 2009). Contaminam de forma direta ou indireta 

águas destinadas ao consumo humano, podendo permanecer viáveis durante vários 

meses, resistindo a condições adversas. Podem ser identificados durante todas as 

estações do ano, sendo capazes de resistir aos processos de tratamento de água e 

esgoto aplicados no controle bacteriano, inclusive cloração (Bosch, 1998).  

Dentre os vírus gastroentéricos associados a surtos de veiculação hídrica, 

estão os rotavírus grupo A (RV-A) e norovírus (NV), reconhecidos como os principais 

agentes etiológicos da gastroenterite infantil aguda e por grande parte dos surtos de 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Terra
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vida
http://pt.wikipedia.org/wiki/Recurso_natural
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gastroenterite não-bacteriana em todo o mundo (Parashar et al, 2006; Vainio & 

Myrmel, 2006; CDC, 2008; Zheng et al, 2006). Em países em desenvolvimento, 43% 

dos casos de gastroenterite infantil são atribuídos a vírus, sendo a maioria associada 

aos RV, seguido pelos NV (Ramani & Kang, 2009). Em adição, segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), 88% das mortes por diarréia nestas crianças 

são atribuídas à água insalubre, saneamento inadequado e pouca higiene (OMS, 

2004).  

 

 

1.1. Vírus gastroentéricos  

 

1.1.1. Rotavírus 

 

  Denominados inicialmente de Orbivirus (Bishop et al, 1973) e Reovirus-like 

(Kapikian et al, 1974) em razão de sua semelhança morfológica aos membros da 

família Reoviridae, os RV foram descritos pela primeira vez em 1973, em Melbourne, 

Austrália, por microscopia eletrônica (ME) de células do epitélio de mucosa duodenal 

de crianças com quadro de diarréia aguda não bacteriana (Bishop et al, 1973). 

Posteriormente, foram denominados Duovirus (Davidson et al, 1975) e, finalmente, 

Rotavirus, devido ao seu aspecto semelhante ao de uma roda  quando examinados 

por ME (Flewett & Woode, 1978). 

A partícula dos RV é não-envelopada, apresenta simetria icosaédrica, mede 

aproximadamente 100nm de diâmetro e é composta por 11 segmentos de RNA fita 

dupla (RNAfd).  Os segmentos genômicos variam em número de nucleotídeos (nt) 

de 667 (segmento 11) a 3.302 pares de bases (pb) (segmento 1), do menor para o 

maior gene, diferença esta que permite separá-los por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (EGPA). Estes codificam seis proteínas estruturais (VP) e seis não-

estruturais (NSP). Cada gene codifica para uma proteína, com exceção do segmento 

11 que codifica duas proteínas, a qual terá ao menos uma função (Figura 1.1A) 

(Estes, 2001).  
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Figura 1.1. Estrutura e proteínas dos rotavírus (RV). A. Representação de um gel 

de poliacrilamida demonstrando os 11 segmentos genômicos virais e as proteínas 

codificadas pelo respectivo segmento; B. Representação esquemática de uma 

partícula completa de rotavírus (RV). RNAfd: RNA fita dupla (Adaptado de Angel et al, 2007 e 

Greenberg & Estes, 2009). 

 

A partícula viral completa é formada por três camadas protéicas (triplo 

capsídeo viral). O capsídeo externo é composto por trímeros da proteína VP7 e por 

espículas de proteína VP4. O capsídeo intermediário é composto pela proteína VP6. 

O capsídeo interno ou core é composto pelas proteínas VP1 (RNA polimerase-RNA 

dependente), VP2 e VP3 (guaniltransferase e metiltransferase) e é onde se encontra 

o genoma viral (Figura 1.1.B) (Hyser & Estes, 2009). 

As proteínas VP1, VP2 e VP3, codificadas pelos segmentos 1, 2 e 3, 

respectivamente, correspondem em conjunto a aproximadamente 18% das proteínas 

virais e participam do complexo de replicação e de transcrição do vírion (Kapikian et 

al, 2001).   

A VP4 é uma proteína não-glicosilada que vem sendo descrita como 

determinante na adesão à célula, internalização, hemaglutinação e neutralização, 

além de induzir imunidade protetora em animais e crianças (Estes, 2001; Kapikian et 

al, 2001). Além disso, ela é susceptível à proteólise e clivada em VP5 e VP8, o que 

resulta no aumento da infecciosidade viral e facilita a entrada do vírus na célula 

(Jayaram et al, 2004; Angel et al, 2007). 
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A proteína VP6 representa 51% da partícula viral e possui em sua superfície 

determinantes antigênicos que permitem a classificação os RV em diferentes grupos 

e subgrupos de RV-A (Kapikian et al, 2001). Ela é composta por dois domínios que 

interagem com as proteínas VP7 e VP2, atuando na entrada do vírus na célula e na 

transcrição do RNAfd (Heiman et al, 2008). 

A VP7 é a segunda proteína mais abundante da partícula viral, representando 

30% das proteínas viras. É a glicoproteína mais imunogênica do capsídeo externo, 

induzindo a síntese de anticorpos neutralizantes. Essa proteína pode modular a 

atividade da VP4 no processo de adsorção e entrada dos RV-A na célula. Interage 

com moléculas da superfície celular, uma vez que a proteína VP4 já tenha iniciado o 

processo de adsorção (Jayaram et al, 2004). Além disso, acredita-se que ela esteja 

diretamente associada à manutenção da infecciosidade da partícula viral dos RV, 

uma vez que diferentes estudos têm demonstrado que concentrações apropriadas 

de íons cálcio (Ca++) são necessárias para se manter a estabilidade da partícula, 

aparentemente pela estabilidade de VP7. O tratamento de partículas virais utilizando 

agentes quelantes de cálcio, como o EDTA, resulta na remoção do capsídeo externo 

através da dissociação dos trímeros de VP7 e, consequentemente, a perda de 

infecciosidade (Estes & Kapikian, 2007). 

  As NSPs são sintetizadas nas células infectadas e funcionam em algum 

momento do ciclo de replicação viral ou interagem com as proteínas do hospedeiro 

para influenciar a patogênese ou a resposta imune à infecção (Greenberg & Estes, 

2009).  A NSP1 apresenta associações com o citoesqueleto celular, favorecendo a 

ligação vírus-célula. A NSP2 é uma proteína altamente conservada, é expressa em 

altos níveis em células infectadas e associa-se com a NSP5, estando ambas as 

proteínas envolvidas na replicação, formação de viroplasmas e encapsidação viral 

(Estes, 2001; Mertens, 2004). A NSP3 está envolvida na regulação da tradução 

(Jayaram et al, 2004). A NSP4 foi a primeira enterotoxina viral descrita e tem 

importância na morfogênese e virulência viral, sendo capaz de ativar os canais 

dependentes de Ca++ do intestino e provocar uma diarréia de natureza secretória. A 

NSP5 possui atividade autoquinase e tem papel importante na replicação viral ao 

interagir com as proteínas NSP2 e NSP6 e, juntas, estarem associadas à formação 

do viroplasma. A NSP6 é encontrada principalmente nos viroplasmas e interage com 

NSP5, evidenciando sua participação nos processos de replicação e encapsidação 

do vírus (Estes, 2001). 
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 Os RV são classificados em grupos (A-G) e subgrupos (SG) em função da 

especificidade antigênica da sua principal proteína estrutural, a VP6.  Os grupos A, 

B, e C têm sido encontrados em humanos e animais, enquanto os grupos D-G 

somente em animais. Os RV do grupo A (RV-A) são epidemiologicamente os mais 

importantes, uma vez que são os principais responsáveis pelos episódios de diarréia 

aguda em crianças em todo o mundo (Kapikian et al, 2001).  

Quanto aos SG, os RV-A são classificados em SGI, SGII, SGI+II e SG não I e 

não II pela presença ou ausência de epítopos imunoreativos frente a determinados 

anticorpos monoclonais.  Os SG I e II têm sido os mais encontrados, sendo SGII 

relacionado à cepas de origem humana e o SGI relacionado à cepas de origem 

animal (Iturriza-Gómara et al, 2002).  

 Os RV-A são também classificados pelas proteínas VP4 e VP7 em dois 

sorotipos/genótipos representados pelas letras P (sensibilidade à protease) e G 

(glicoproteína), respectivamente. Como o genoma viral é segmentado, os genes que 

codificam essas proteínas podem segregar de forma independente, gerando uma 

nomenclatura binária. Até o momento foram descritos 19 sorotipos G, que são 

correspondentes aos genótipos. Assim, a classificação pela VP7 é dada em função 

apenas do seu sorotipo (G1, G2, G3 e, assim, sucessivamente). Entretanto, para a 

VP4 foram descritos 17 sorotipos e 27 genótipos P. Assim, descreve-se o P-tipo com 

o P acompanhado do número do sorotipo e o número do genótipo correspondente 

entre colchetes (amostra de RV-A humano Wa: G1AP1[8]) (Ciarlet et al, 2008; 

Greenberg & Estes, 2009).  

         Recentemente, Matthijnssens e colaboradores (2008) propuseram um novo 

sistema de classificação para os RV-A, tendo como base as propriedades 

moleculares dos 11 segmentos de RNAfd. Este novo sistema de classificação foi 

proposto baseando-se na caracterização molecular e análise filogenética do genoma 

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

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

nucleotídica para cada um destes genes (Quadro 1.1). Análises filogenéticas 

sugerem que as características moleculares dos genes que codificam para as 

proteínas VP1 (RNA-dependent RNA polymerase), VP2 (Core Potein), VP3 

(Methyltransferase), VP6 (Inner Capsid), NSP1 (Interferon Antagonist), NSP2 

(NTPase), NSP3 (Translation Enhancer), NSP4 (Enterotoxin) e NSP5 
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(pHosphoprotein) resultam em 4, 5, 6, 11, 14, 5, 7, 11 e 6 diferentes genótipos, 

respectivamente.  

 

Quadro 1.1. Valores de cut-off de percentagem de identidade nucleotídica que 

definem os diferentes genótipos de rotavirus grupo A (RV-A) considerando-se 

os 11 segmentos genômicos (Adaptado de Matthijnssens e colaboradores, 2008).  

Gene 

Valores de cut-off 

de identidade 

nucleotídica (%) 

Genótipos 
Designação dos nomes dos 

genótipos 

VP4 80 19G Glicoproteína 

VP7 80 27P Sensível a protease 

VP6 85 11I Capsídeo interno 

VP1 83 4R RNA polimerase-RNA dependente 

VP2 84 5C Proteína do core 

VP3 81 6M Metiltransferase 

NSP1 79 14A Antagonista do Interferon 

NSP2 85 5N NTPase 

NSP3 85 7T  Intensificador da tradução 

NSP4 85 11E Enterotoxina 

NSP5 91 6H Fosfoproteína (pHosphoprotein) 

 

As infecções por RV produzem uma gama de respostas que vão desde casos 

assintomáticos, principalmente em adultos, a casos graves de diarréia, que 

acometem principalmente bebês e crianças menores de cinco anos. Casos graves 

em adultos podem ocorrer devido às infecções por cepas não usuais ou por doses 

extremamente elevadas de partículas virais. A diarréia é a principal manifestação 

clínica, porém sintomas como vômito, dores abdominais e desidratação, sendo este 

último o principal fator de mortalidade do hospedeiro, podem ser observados. O 

período de incubação pode variar de 19 horas a dois dias e a doença é autolimitada, 

normalmente após cinco dias do início da infecção, podendo chegar a 10, o quadro 

se resolve (Estes & Kapikian, 2007; Greenberg & Estes, 2009). A eliminação de 

partículas virais pelas fezes inicia-se antes ou após o término da diarréia e pode 

levar de quatro a 57 dias, com média de 10 dias (Richardson et al, 1998). 
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As vias de transmissão mais comuns são a fecal-oral, em função da sua 

resistência a inativação e ao contato com superfícies contaminadas (Estes & 

Kapikian, 2007). Estudos com voluntários demonstraram que os RV também podem 

ser adquiridos pela ingestão de água contaminada (Ward et al, 1986) e a superfície 

contendo a água evaporada também pode causar infecção em contato com a mão 

ou boca (Ward et al, 1991).  

Os RV são os principais agentes etiológicos da gastroenterite aguda (GA) em 

crianças em todo o mundo (Estes & Kapikian, 2007). Estima-se que, a cada ano, os 

RV sejam responsáveis por cerca de 111 milhões episódios de gastroenterite, 25 

milhões de consultas, 2 milhões de hospitalizações e aproximadamente 611.000 

(intervalo de 454.000-705.000) óbitos em crianças menores de 5 anos de idade em 

todo o mundo (Parashar et al, 2003; 2006).  

A doença é desigualmente distribuída entre países desenvolvidos e em 

desenvolvimento, provavelmente por razões socioeconômicas e epidemiológicas, 

com a maioria das mortes ocorrendo em países em desenvolvimento (Angel et al, 

2007).  Os RV são eliminados em concentrações superiores a 1010 partículas virais 

por grama de fezes e estudos de infecciosidade indicam que 10 partículas virais são 

suficientes para resultar em infecção, provável razão pela qual o aumento nas 

condições de higiene nos países desenvolvidos não reduz bruscamente a incidência 

de infecções por RV (Greenberg & Estes, 2009).  

Ao contrário de muitos patógenos bacterianos entéricos, os RV resistem em 

climas temperados e tropicais. Nas regiões de clima temperado observa-se um 

padrão tipicamente sazonal, caracterizado pela ocorrência de surtos e epidemias 

durante os meses mais frios e secos do ano, sendo que nas regiões de clima tropical 

as infecções por RV-A ocorrem ao longo de todo o ano (Kapikian et al, 2001; 

D’Souza et al, 2008). 

A epidemiologia dos RV é bastante complexa, com variados estudos 

apontando diversos genótipos P e G de RV-A co-circulando dentro de uma mesma 

região e que o genótipo prevalente em uma determinada região pode mudar 

anualmente. Outra observação é que os genótipos prevalentes em diferentes 

regiões de um país podem ser diferentes dentro do mesmo período epidêmico 

(Pérez-Vargas et al, 2006). 

Em função do genoma segmentado, os genes podem segregar 

independentemente e gerar partículas com combinações diferentes destes genes e, 
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consequentemente, de suas proteínas. Mais de 40 combinações G-P já foram 

descritas, entretanto estudos de epidemiologia molecular de RV-A têm demonstrado 

que são cinco os genótipos mais comumente detectados no mundo: G1P[8], G2P[4], 

G3P[8], G4P[8] e G9P[8] (Santos & Hoshino, 2005). 

Linhares e colaboradores (1977) descreveram o primeiro relato de casos de 

gastroenterite infantil aguda associados aos RV-A na América Latina, observando 

por ME partículas semelhantes aos RV em fezes de crianças com diarréia aguda em 

Belém do Pará, Brasil. Desde então, diversos outros trabalhos têm sido publicados 

demonstrando os casos de GA associados aos RV no país. Em uma extensa revisão 

dos artigos que descrevem a genotipagem de RV-A circulantes no Brasil em dois 

períodos pré-vacinais compreendidos entre 1982-1995 e 1996-2005, Leite e 

colaboradores (2008) demonstraram que as combinações mais frequentemente 

encontradas foram: G1P[8]/G1P[NT] (43%), G9P[8]/ G9P[NT] (20%), G2P[4]/ 

G2P[NT] (9%), G3P[8]/ G3P[NT] (6%), G4P[8]/ G4P[NT] (4%) e G5P[8]/ G5P[NT] 

(4%) (Figura 1.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Genótipos de rotavírus grupo A (RV-A) no Brasil por região. A. 1982-

1995 (653 amostras positivas); B. 1996-2005 (1.839 amostras positivas). NT: não 

tipado (adaptado de Leite e colaboradores (2008)). 
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1.1.2. Norovirus 

 

O vírus Norwalk, atualmente a espécie protótipo do gênero Norovirus, foi o 

primeiro vírus descrito como causador da GA, sendo detectado por ME em amostras 

de um surto de gastroenterite em crianças de uma escola primária na cidade de 

Norwalk, Ohio, Estados Unidos (Kapikian et al, 1972).    

Inicialmente, estes vírus foram denominados “Norwalk-like vírus” (NLV) e 

classificados na família Picornaviridae, com base na sua morfologia em ME e no 

genoma de RNA de fita simples (RNAfs). Em 1978, a família Caliciviridae foi 

taxonomicamente distinguida da Picornaviridae, baseado na morfologia da partícula 

viral e na observação de que os calicivirus apresentavam uma poliproteína 

estrutural, da qual o capsídeo é constituído (Green et al, 2000).  

A demonstração da similaridade de seqüência entre NV e outros calicivírus 

(CV), possibilitada pela clonagem e sequenciamento do genoma viral, foi um grande 

avanço que levou ao reconhecimento da relação entre os NV e outros membros da 

família Caliciviridae. Assim, o NLV foi reclassificado como um gênero denominado 

Norovirus, pelo Comitê Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), pertencente a  

família Caliciviridae, que contém ainda os gêneros Sapovirus, Lagovirus e Vesivirus 

(Green et al, 2000). 

A partícula dos NV é não-envelopada, apresenta simetria icosaédrica, mede 

aproximadamente 40nm de diâmetro e apresenta 32 depressões em forma de taça 

na sua superfície (Figura 1.3) (Green et al, 2000).  

 

   

Figura 1.3. Morfologia dos norovírus (NV). A. Partículas de vírus Norwalk em 

filtrado de fezes visualizado por micrografia eletrônica – Barra 50nm (Green et al, 2000); 

B. Representação da superfície da partícula viral obtida através da criomicroscopia 

eletrônica (CME) (Tan & Jiang, 2007). 
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Seu genoma é constituído de um RNAfs, polaridade positiva, com 

aproximadamente 7,7 Kb de comprimento, que codifica três ORFs (“Open Reading 

Frames” – Fases Abertas de Leitura). Apresenta uma região não traduzida (UTR), 

tanto no extremo 5´ quanto no extremo 3´ e uma cauda poli(A) 3'. Contém também 

um RNA subgenômico de 2,3 kb com as ORF 2 e 3 (Bertolotti-Ciarlet et al, 2003).  A 

ORF 1 codifica uma poliproteína de 200 kDa que, ao sofrer processamento co- e 

pós-traducional,  gera proteínas não estruturais (NSP), incluindo a RNA polimerase-

RNA dependente (RpRd). A ORF 2 e a ORF 3 codificam a maior (VP1) e a menor 

(VP2) proteínas estruturais do capsídeo viral, respectivamente (Hardy, 2005) (Figura 

1.4). 

 

 

Figura 1.4. Organização do genoma dos norovírus (NV). p48: Proteína p48; 

NTPase: Proteína Nucleosídeo Trifosfatase; p22: Proteína p22; VPg: Proteína 

associada ao genoma; 3CLpro: Protease; RdRp: Polimerase; VP1: Proteína Principal 

do Capsídeo; VP2: Proteína Menor do Capsídeo. Círculo Verde: VPg; (A)n: Cauda 

Poli(A) Hardy (2005). 

 

 

A poliproteína da ORF1 pode ser dividida desde a extremidade C a 

extremidade N em domínios funcionais designados como proteína p48, nucleosídeo 

trifosfatase (NTPase), p20 ou p22 (dependendo do  Genogrupo), VPg, protease 3CL 

e a RdRp. A p48 poderia agir como proteína de estrutura para a formação de 

complexos de replicação viral. A NTPase tem função de helicase. A proteína 22 está 

ligada ao processo de replicação viral. A proteína VPg, de 15 kDa, está unida ao 

RNA genômico e subgenômico e, provavelmente, atua na síntese de novas 

moléculas de RNA viral. A protease viral 3C realiza o processamento co- e pós-

traducional da ORF1 para gerar as proteínas codificadas por esta região. A 

polimerase se extende do aa 1281 a região C terminal da ORF1 e apresenta 

domínio catalítico e elementos estruturais característicos das RpRd de outros vírus 

RNA polaridade positiva (Hardy, 2005). 
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O virion dos NV é composto de 90 dímeros da maior proteína do capsídeo, a 

VP1, e uma ou duas cópias da menor proteína estrutural do capsídeo, a VP2 

(Prasad et al, 1994). A VP1 é constituída de 530 a 555 aa e apresenta dois domínios 

conservados que flanqueiam um domínio variável central, o qual pode conter 

determinantes antigênicos que definem a especificidade da amostra: os domínios P 

e S. Acredita-se que essa proteína não somente está relacionada à estrutura viral 

como também contém sítios de ligação à receptores celulares e sorotipos e 

fenótipos virais determinantes (Hardy, 2005; Zheng et al, 2006).   

A proteína VP2 é composta de 208 a 268 aa e exibe alta variabilidade na 

seqüência entre diferentes amostras. O papel desta proteína na replicação viral não 

é bem definido, mas sabe-se que a fosforilação desta proteína pode possuir um 

papel regulatório importante nos eventos de replicação viral. Está descrito que a VP2 

é a menor proteína estrutural presente em uma ou duas cópias por vírion, sendo 

importante na encapsidação do RNA genômico viral e na síntese de partículas 

infecciosas. A função da VP2 está associada à regulação da expressão e de 

estabilização dos blocos capsídicos da VP1 para produzir partículas que sejam 

resistentes à degradação proteolítica (Glass et al, 2000a; Hardy, 2005). 

O gênero Norovirus está dividido em cinco genogrupos (GI, GII, GGIII, GIV e 

GV) baseando-se na análise da seqüência de informação obtida da região que 

codifica a proteína de capsídeo VP1, sendo os genogrupos I, II e IV responsáveis 

por infecções em humanos. Os G são constituídos de genótipos (GG), que 

representam a unidade mínima de classificação dos NV (Figura 1.5) (Zheng et al, 

2006; Patel et al, 2009). Duas amostras são consideradas como pertencentes a 

diferentes G se a distância entre elas pelo método de distância sem correção for ≥ 

45%. Dentro do mesmo G, amostras que apresentam distância ≥ 14,3% ≤ 43,8% são 

agrupadas em diferentes GG (Zheng et al, 2006). 
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Figura 1.5. Classificação de norovírus (NV) em cinco genogrupos (GI-V) e 32 

genótipos baseada na diversidade aminoacídica da proteína de capsídeo VP1 

(Patel et al, 2009). 

 

As infecções por NV são caracterizadas por diarréia e vômito. Essas 

manifestações podem estar acompanhadas por náusea, cãimbras abdominais, 

cefaléia, febre e mialgia (Thornton et al, 2004; Bull et al, 2006). Os sintomas 

manifestam-se de 12 a 72 horas e os vírus são eliminados por um período que pode 

exceder 22 dias. O período de incubação é de 12 a 48 horas e a doença é 

normalmente branda e auto limitada, resultando em altas taxas de transmissão e 

grandes surtos. Os NV infectam indivíduos de todas as faixas etárias. Geralmente, 

indivíduos com idade superior a 1 ano desenvolvem vômito como a principal 

característica da doença, enquanto a diarréia é o sintoma mais freqüente em 

crianças menores de um ano de idade (Clark & McKendrick, 2004; Thornton et al, 

2004; Patel et al, 2009). Porém, um estudo de infecção por NV em voluntários 

humanos demonstrou que 82% (41/52) dos voluntários foram infectados, sendo 68% 

(28/41) sintomáticos, 32% (13/41) com sintomas brandos e 20% (8/41) não 

apresentando qualquer tipo de sintoma (Gallimore et al, 2004b), além de NV terem 

sido detectados em crianças  apresentando infecção assintomática (Monica et al, 

2007). 
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A principal via de transmissão dos NV é fecal-oral. A infecção primária ocorre, 

predominantemente, através da ingestão de água e alimentos contaminados. Porém 

a transmissão via vômitos, por superfícies (através da mão/contato com a boca) e 

formação de aerossol, poderia gerar infecções secundárias e explicar a 

disseminação rápida e extensa de surtos de doenças em ambientes fechados, como 

hospitais, hotéis, cruzeiros, e creches (Estes et al, 2000; Fankhauser et al, 2002; 

Widdowson et al, 2005). Associado a isso, a baixa dose infecciosa requerida para 

ser estabelecida a infecção (<10 partículas), a eliminação prolongada de partículas 

nas fezes, a estabilidade no ambiente, a grande diversidade genética e a baixa 

imunidade contribuem na disseminação de casos (Glass et al, 2000b; Bull et al, 

2006; Patel et al, 2009).  

Responsáveis por 60 a 80% dos surtos de gastrenterite em todo o mundo, 

correspondendo a aproximadamente 93% das gastroenterites não-bacterianas, os 

NV infectam indivíduos de todas as idades, uma característica que os difere de 

outros vírus responsáveis pela etiologia das gastroenterites (Glass et al, 2000b; 

Zheng et al, 2006). Estima-se que os NV sejam responsáveis por 64.000 episódios 

diarréicos que requerem hospitalização, 900.000 consultas clínicas em crianças de 

países industrializados e acima de 200.000 óbitos de crianças com idade inferior a 

cinco anos em países em desenvolvimento (Patel et al, 2008).  

Casos esporádicos de GA causados por NV podem ocorrer durante todo o ano, 

embora se observem diferentes padrões de sazonalidade nos hemisférios norte e sul 

para a maioria dos surtos. No hemisfério norte, os casos ocorrem com maior 

frequência no inverno ou na estação seca, enquanto que no sul são mais freqüentes 

no verão (Froggatt et al, 2004; Parashar et al, 2004; Bon et al, 2005; Fretz et al, 

2005; Ike et al, 2006).  

No mundo, trabalhos desenvolvidos em diversos países, como Chile, França, 

Alemanha, Itália, Estados Unidos e Japão, têm demonstrado a importância dos NV 

nas GA, especialmente os NV GII.4, descritos como os mais prevalentes. Além 

disso, nesses trabalhos pode-se observar a grande diversidade genética dos NV e a 

descrição de novas cepas circulantes (Vidal et al, 2005; Bon et al, 2005; Okada et al, 

2005; Colomba et al, 2006; Ike et al, 2006).  

No Brasil, alguns trabalhos foram desenvolvidos demonstrando a circulação 

dos NV no país (Figura 1.6). Em trabalho realizado na Bahia por Campos e 

colaboradores (2008), NV foram detectados em 63% de amostras de pacientes 
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apresentando quadros de GA, sendo o GII.4 detectado em 72,5% das amostras, 

GII.3 em 8,8% e GII.9 em 10%. Outro trabalho realizado na Bahia por Xavier e 

colaboradores (2009) com crianças de idade inferior a 3 anos na cidade de Salvador, 

demonstrou que os NV foram responsáveis por 8% dos casos. Em Recife, NV foram 

detectados em 15% dos casos de crianças internadas com quadros diarréicos 

(Nakagomi et al, 2008). 

 No Rio de Janeiro, quatro trabalhos foram publicados demonstrando a 

importância dos NV. Gallimore e colaboradores (2004a) demonstraram que os NV 

foram responsáveis por 75% (3/4) dos surtos de gastroenterite de etiologia não 

conhecida em uma creche na cidade do Rio de Janeiro, do quais dois foram 

causados por GII.4 e outro por GII.3, variando de 23% a 67%. Soares e 

colaboradores (2007) detectaram NV em 14,5% de amostras clínicas de crianças 

com GA, sendo 47,6% e 52,3% destas pertencentes ao genogrupo I e II, 

respectivamente. Victoria e colaboradores (2007), ao estudarem crianças 

hospitalizadas por quadros de GA, detectaram NV em 20% dos casos e os 

genótipos envolvidos foram GII.4 (64%), GII.2 (7%) e GI.2 (4%). Ferreira e 

colaboradores (2008) publicaram um trabalho no qual NV foram detectados em 66% 

das amostras provenientes de surtos e casos esporádicos de GA na região do Vale 

do Paraíba no estado, com todas as amostras seqüenciadas pertencentes ao GII.4. 

No Espírito Santo, NV foram detectados em 39,7% amostras provenientes de 

crianças hospitalizadas por GA (Ribeiro et al, 2008). 

Em São Paulo, NV foram detectados em 33,3% das amostras de crianças com 

idade inferior a três anos (Castilho et al, 2006). Neste estudo NV GI foram 

detectados em 6,1% da amostras, sendo observados os genótipos GI.3b e GI.4. O 

GII foi encontrado em 78,7%, onde foram detectados os genótipos GII.4 (60,6%), 

GII.6, GII.3 e GII.2. 

Na região centro-oeste do país, um estudo realizado por Borges e 

colaboradores (2006), detectou calicivirus humanos (HuCaV) em amostras 

provenientes de crianças hospitalizadas em Brasília (11,6%) e Goiânia (1,9%).  
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Figura 1.6. Representação esquemática da detecção de norovírus (NV) e 

calicivírus humanos (HuCaV) no Brasil. 

 

 

1.2. Metodologias de detecção de vírus gastroentéricos 

 

1.2.1. Rotavírus 

 

A primeira metodologia descrita para detecção dos RV foi a visualização direta 

por ME das partículas virais em função da morfologia única deste patógeno, formato 

de roda (Kapikian et al, 2001). Atualmente, o método de escolha mais utilizado para 

detecção do antígeno viral é o ensaio imunoenzimático (EIE), que é disponível 

comercialmente para o diagnóstico de RV-A, com a utilização de anticorpos 

policlonais ou monoclonais dirigidos ao antígeno comum de grupo (VP6). Trata-se 

de um procedimento de fácil execução, acessível a laboratórios de rotina e que 

permite testar várias amostras simultaneamente (Flewett et al, 1989). 

A EGPA representa um método diagnóstico com sensibilidade e especificidade 

elevadas, possibilitando a caracterização dos perfis genômicos de RV-A e a 
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diferenciação entre os demais grupos, que apresentam padrões eletroforéticos 

atípicos (Pereira et al, 1983).  

A reação em cadeia pela polimerase precedida de transcrição reversa (RT-

PCR) representa um método de alta sensibilidade e especificidade, sendo aplicada 

para genotipagem dos RV-A, pela utilização de iniciadores de cadeia consensuais e 

específicos que amplificam os genes que codificam para as proteínas VP4 e VP7 

(Gouvêa et al, 1990; Gentsch et al, 1992; Das et al, 1994). Além destes, protocolos 

de amplificação genômica de outros segmentos já foram descritos (Iturriza-Gómara 

et al, 2002; Gallimore et al, 2006). Mais recentemente, protocolos de PCR 

quantitativo (qPCR) têm permitido a quantificação da carga viral em especimens 

clínicos (Min et al, 2006; Gutiérrez-Aguirre et al, 2008; Zheng et al, 2008). 

 

 

1.2.2. Norovirus 

 

O maior obstáculo para o diagnóstico laboratorial das infecções por NV tem 

sido a ausência de um sistema de cultivo celular e modelo animal para a replicação 

viral (Duizer et al, 2004b). Consequentemente, a ME e a imunomicroscopia 

eletrônica (IME) foram as metodologias mais utilizadas para a detecção de partículas 

de NV (Atmar & Estes, 2001). 

EIE são fáceis de serem realizados e não necessitam de equipamentos 

sofisticados. Entretanto, a diversidade antigênica dos NV e os ensaios altamente 

específicos requerem quantidades e qualidade suficientes de antígenos para 

detecção de todos os genogrupos e genótipos. Em função da insuficiência destes 

insumos, a viabilidade do teste para a detecção tem sido restringida (Moreno-

Espinosa et al, 2004; de Bruin et al, 2006).  

Em função da grande diversidade genômica dos NV, diferentes iniciadores têm 

sido desenhados para amplificação de distintas regiões do genoma viral em 

protocolos de RT-PCR, tais como regiões da RpRd e a região da junção da ORF1-

ORF2, que são descritas como as mais conservadas do genoma (Ando et al, 1995; 

Kobayashi et al, 2000; Beuret, 2003; Kageyama et al, 2003; La Rosa et al, 2007). 

Outras regiões do genoma também tem sido alvo de amplificações, como a região 

codificadora da proteína VP1, por propiciarem a distinção e a identificação dos 



 

 
 
 

17 

genogrupos e genótipos dos NV (Atmar & Estes, 2001; Kojima et al, 2002; Vinjé et 

al, 2004). 

Recentemente, protocolos RT-PCR em tempo real, incluindo protocolos 

multiplex, têm sido descritos, os quais são sensíveis e específicos, apresentam 

baixa taxa de contaminação e quantificam a carga viral da amostra (Kageyama et al, 

2003; Pang et al, 2005; Hoehne & Schreier, 2006; Trujillo et al, 2006). 

 

 

1.2.3. Detecção de vírus gastroentéricos em amostras ambientais 

 

Para a investigação de vírus em amostras ambientais, os métodos de detecção 

viral devem estar associados a métodos de concentração capazes de recuperar os 

vírus disseminados no ambiente. Inicialmente, os métodos de concentração viral 

foram associados a métodos de detecção baseados em cultivo celular e os estudos 

de virologia ambiental estavam restritos a pesquisa vírus cultiváveis, como os 

adenovírus (AdV) e enterovirus (Farrah et al, 1977; Ijzerman et al, 1997; Griffin et al, 

2003; Fong & Lipp, 2005). 

 A pesquisa de vírus entéricos considerados fastidisosos ou que não dispõem 

de um cultivo celular para replicação é recente e resultado dos avanços obtidos no 

diagnóstico molecular destes vírus, com a reação em cadeia pela polimerase (PCR) 

considerada atualmente uma metodologia adequada para detectação de vírus em 

ambientes aquáticos (Fong & Lipp, 2005). A PCR integrada a cultura celular (ICC-

PCR), metodologia que combina cultura celular e detecção molecular do ácido 

nucléico viral, foi desenvolvida para detectar partículas virais viáveis e reduzir as 

desvantagens inerentes das duas técnicas (Chung et al, 1996; Reynolds et al,1996; 

Chapron et al, 2000; Ko et al 2003). 

As técnicas de concentração viral podem estar baseadas no tamanho da 

partícula viral e na massa molecular relativamente alta dos vírus, o que possibilita 

concentrá-los por métodos de ultrafiltração ou ultracentrifugação (Wyn-Jones & 

Sellwood, 2001; Fong & Lipp, 2005; García, 2006).  Outras metodologias baseadas 

nas propriedades físico-químicas da partícula viral que conferem a capacidade de 

adsorção em matrizes carregadas positiva ou negativamente (membranas, lã e fibra 

de vidro) com posterior eluição têm sido descritas (Sobsey & Glass, 1980; Vilagines 
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et al, 1993; Gantzer et al, 1998; Queiroz et al, 2001; Katayama et al, 2002; Haramoto 

et al, 2004, 2005; Albinana-Gimenez et al, 2006).  

O método de adsorção-eluição utilizando membranas carregadas 

positivamente tem sido amplamente utilizado para a recuperação viral em amostras 

ambientais (Standard Methods, 1995; Mehnert et al, 1997; Queiroz et al, 2001; Fong 

& Lipp, 2005). Entretanto, a utilização do extrato de carne para eluição do 

concentrado nestes métodos tem sido apontada como um fator inibidor da PCR, 

principalmente após reconcentração. Assim, protocolos envolvendo adsorção em 

membranas carregadas negativamente com posterior eluição em soluções 

inorgânicas (Katayama et al, 2002), como o utilizado neste estudo, têm se 

apresentado como uma alternativa quando a detecção viral é realizada por métodos 

moleculares. Além disso, a etapa ácida do protocolo permite a ligação dos vírus à 

membrana, assim como auxilia na remoção de cátions e outros inibidores. Em 

adição, estas membranas apresentam maior eficiência na recuperação viral a partir 

de água do mar e em águas com alta turbidez que as carregadas positivamente 

(Lukasik et al, 2000; Katayama et al, 2002; Fong & Lipp, 2005). 

Diversos estudos utilizando diferentes metodologias de concentração 

demonstraram a presença de RV em esgoto, águas superficiais, subterrâneas, 

potáveis e marinhas (Mehnert & Stewien, 1993; Gajardo et al, 1995; Kittigul et al, 

2001; Abbaszadegan et al, 2003; Pusch et al, 2005; Espinosa et al, 2008; Hamza et 

al, 2009; He et al, 2009; Rutjes et al, 2009; Wong et al, 2009).  Surtos de RV, tendo 

a água como principal fonte de contaminação, foram descritos em diferentes países: 

Suécia (Lycke et al, 1978), Brasil (Sutmoller et al, 1982), Rússia (Solodovnikov et al, 

1989), Finlândia (Kukkula et al, 1997) e Albânia (Villena et al, 2003).  

A ausência de sistemas de vigilância tem limitado a capacidade de se estudar a 

etiologia e epidemiologia da gastroenterite causada por NV. Entretanto, com o 

aumento da disponibilidade de métodos de detecção e caracterização têm-se 

demonstrado a importância deste patógeno, assim como fontes de infecção 

(Thornton et al, 2004). 

NV foram responsáveis por surtos de veiculação hídrica em estações de ski, 

cruzeiros, resorts e piscina (Kappus et al, 1982; Boccia et al, 2002; Anderson et al, 

2003; Widdowson et al, 2004; Enserink, 2006; Podewils et al, 2007; O´Reilly et al, 

2007). Estes vírus foram detectados em águas superficiais, subterrâneas, potável e 

mineral, águas recreacionais de rio, mar e lago (Kappus et al 1982; Kukkula et al, 
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1999; Beuret et al, 2002; Abbaszadegan et al, 2003; Parshionikar et al, 2003; 

Laverick et al, 2004; Miagostovich et al, 2008; Hamza et al, 2009). Em estudo na 

Finlândia, NV foram responsáveis por 18 de 41 surtos de veiculação hídrica em 

diferentes tipos de matrizes aquáticas, como subterrânea, poço, lago e superficial 

como fonte de água potável (Maunula et al, 2005). 

 

 

1.3. Prevenção e controle 

 

A prevenção de surtos de GA causados pela infecção viral depende da 

identificação do modo de transmissão. De modo geral, a interrupção da transmissão 

se dá pela implementação de medidas de controle da contaminação de alimentos e 

da água, mantendo ao mesmo tempo uma higiene adequada nos manipuladores de 

alimentos e reduzindo a propagação do surto pelo contato pessoa-pessoa 

(Unicef/OMS, 2009).  

Vacinas estão disponíveis contra os RV, mas não para os outros agentes virais 

da gastroenterite aguda, como os NV.  Para RV, a vacina Rotarix, de especificidade 

genotípica G1P[8], foi introduzida no calendário brasileiro de imunização em março 

de 2006, porém já estava disponível desde 2005 em clínicas e consultórios 

particulares. Para os NV, os primeiros avanços para o desenvolvimento de uma 

vacina anti-NV têm sido obtidos pela utilização de VLPs recombinantes para a 

imunização de camundongos e de voluntários infectados pelo NV (Tacket, 2005; 

Lobue et al, 2006). Outra estratégia de vacinação é a utilização de AdV 

recombinantes que expressam a proteína do capsídeo dos NV (Guo et al, 2008). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Ao longo dos últimos anos, tem sido observado um aumento nas atividades 

que envolvem o contato com a água, antes restrito a épocas balneares, resultando 

em um aumento na exposição a microrganismos patogênicos ali presentes, seja por 

ingestão, inalação ou penetração pela pele (Pond, 2005).  Embora os perigos 

microbiológicos encontrados na água de recreação incluam bactérias, protozoários e 

vírus (Bartram & Rees, 2000), doenças de veiculação hídrica vêm sendo mais 

freqüentemente associadas à contaminação viral (Cabeli et al, 1982; Bosch et al, 

2008).  

No Brasil, a Resolução CONAMA nº 357, de 17 de Março de 2005, dispõe 

sobre a classificação dos corpos d´água e diretrizes ambientais para o seu 

enquadramento e, quando considera parâmetros e padrões microbiológicos para 

águas destinadas à balneabilidade, remete à Resolução CONAMA nº 274, de 29 de 

novembro de 2000, que dispõe sobre a classificação das águas como próprias ou 

impróprias à balneabilidade, considerando coliformes fecais (termotolerantes), 

Escherichia coli (E.coli) e enterococos. Entretanto, o uso destes parâmetros como 

indicadores de presença viral na água vem sendo questionado e tem se mostrado 

inadequado, em função das diferenças existentes entre estes grupos de 

microrganismos. Diversos trabalhos têm demonstrado ausência de associação entre 

contaminação bacteriana e viral (Skraber et al, 2004; Jiang et al, 2006; Rose et al, 

2006; Espinosa et al, 2009), de modo que águas de recreação que não sofrem 

nenhum tratamento sanitário, podem conter vírus, apesar de serem consideradas 

próprias para o banho de acordo com os parâmetros bacterianos (Gerba et al, 1979; 

Goyal et al, 1984; Miagostovich et al, 2008). Outros estudos vêm sendo realizados 

na tentativa de se determinar um marcador viral de contaminação humana com 

ênfase nos vírus DNA, por estes apresentarem maior estabilidade no ambiente, 

como os poliomavírus humano JC (HPyJC), torque teno vírus (TTV) e adenovirus 

humanos (HuAdV), e sugerem a utilização deste último por apresentar resistência 

aos processos de tratamento de água e esgoto utilizados  (Puig et al, 1994; Pina et 

al, 1998; Boffil-Más et al, 2006; Hundesa et al, 2006; Carducci et al, 2008; Diniz-

Mendes et al, 2008; Albiñana-Gimenez et al, 2009; Fumian et al, in press; Prado et 

al, submetido).  

Águas de contato primário, definidas pelo contato direto e prolongado da água 



 

 
 
 

21 

com indivíduos durante atividades recreacionais ou desportivas (Resoluções 

CONAMA 274, de 29 de Novembro de 2000, e 357, de 17 de Março de 2005), são 

rotineiramente monitoradas seguindo os padrões determinados pela legislação 

vigente, como ocorre com a Lagoa Rodrigo de Freitas, objeto deste estudo.   

A Lagoa Rodrigo de Freitas é um ponto turístico e de lazer de grande 

expressão na estrutura urbana da cidade do Rio de Janeiro e, ao longo dos anos, 

sofreu com o aporte incessante de águas servidas e de matéria sólida, o que 

prejudicou a qualidade de suas águas (Alves et al, 1998). Recentemente, um projeto 

de recuperação para reverter o seu atual processo de degradação ambiental vem 

sendo desenvolvido pelo grupo EBX em parceria com o Governo do Estado e a 

Prefeitura da Cidade do Rio de Janeiro (Projeto Ambiental Lagoa Limpa, 2009). 

A avaliação da contaminação viral das águas da Lagoa por vírus 

gastroentéricos (RV e NV) é pioneira e resultante da associação de metodologias de 

concentração e técnicas moleculares que permitam a detecção de virus fastidiosos, 

como os RV, e dos NV, que, até o momento, não dispõem de cultura celular e 

modelo animal para replicação. Este estudo tem como objetivo principal demonstrar 

a disseminação destes vírus neste ecossistema aquático, alertando sobre o possível 

risco de infecção pela exposição a estes agentes, especiamente por atividades 

desportivas recreacionais realizadas rotineiramente na Lagoa, tais como remo, ski 

aquático e competições náuticas.  

Os resultados obtidos neste estudo fornecem dados quantitativos necessários 

para a realização de estudos posteriores de análise de risco de infecção, 

indispensáveis para se determinar a qualidade e, consequentemente, a 

balneabilidade destas águas.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Avaliar a contaminação por RV e NV em concentrados de águas superficiais 

da Lagoa Rodrigo de Freitas pela detecção, quantificação e caracterização 

molecular destes agentes, correlacionando-os com parâmetros microbiológicos e 

físico-químicos de qualidade da água.  

 

3.2. Objetivos específicos 

 

- Detectar e quantificar por amplificação genômica utilizando métodos qualitativos 

(cPCR) e quantitativos (qPCR) a presença do NV e RV em amostras de água da 

Lagoa Rodrigo de Freitas. 

 

- Determinar os genótipos dos vírus detectados por sequenciamento nucleotídico 

dos amplicons obtidos . 

 

- Detectar e quantificar o indicador microbiológico E.coli nas amostras de água e 

investigar sua possível correlação com a presença de RV e NV. 

 

- Detectar adenovírus humano (HuAdV), utilizando método de qPCR, e avaliar seu 

papel como marcador viral de contaminação fecal. 

 

- Determinar os parâmetros físico-químicos das amostras de água e avaliar sua 

possível correlação com a presença de RV e NV.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Área de Estudo 

 

Localizada entre a restinga de Ipanema e o Leblon, na Zona Sul da cidade do 

Rio de Janeiro, a Lagoa Rodrigo de Freitas possui um espelho d'água de 2,2km², 

profundidade média de 2,8m e perímetro de 7,8km, com volume de 

aproximadamente 6.200.000m³. A Lagoa se inclui na categoria de lagoa sufocada, 

por apresentar uma única via de comunicação com o mar, o canal do Jardim de 

Alah, que possui 800m de comprimento e largura variando entre 10 e 18 metros, por 

onde processa seu balanço hídrico com o ambiente marinho (INEA, 2009). 

A Lagoa Rodrigo de Freitas encontra-se situada na vertente sul da Serra 

Carioca, que se caracteriza por ter grande parte de suas encostas cobertas por 

florestas em bom estado de conservação. Atualmente, a bacia do Rio dos Macacos 

é o trecho em melhor estado de conservação florestal de todo o maciço da Tijuca, 

onde podemos encontrar a Mata do Pai Ricardo, que é conhecida por sua formação 

primária de Mata Atlântica dentro da cidade do Rio de Janeiro (Projeto Ambiental 

Lagoa Limpa, 2009). 

Engastada entre a vertente sul da serra da Carioca e o mar, na malha urbana 

de uma área de alta densidade populacional na cidade do Rio de Janeiro, a Lagoa 

recebeu despejos domésticos por longo período, e ainda os recebe acidentalmente, 

encontrando-se, consequentemente, em processo de eutrofização. Dentre os 

problemas ambientais observados, destacam-se: grande aporte de matéria orgânica 

por despejos de efluentes, principalmente, domésticos, gerando um grande estoque 

de nutrientes; progressivo processo de aterro de suas margens, gerando uma perda 

de aproximadamente 50% de seu espelho d'água original;  aporte de material em 

suspensão (sedimentos), acarretando pontos de assoreamento (INEA, 2009).   

A Lagoa é considerada uma área de proteção permanente dentro do artigo 463 

da Lei Orgânica do Município de 05 de Abril de 1990 e em 2004 foi criado pelo 

Decreto Nº 35487, de 24 de Maio de 2004, o Conselho Consultivo de Gestão da 

Bacia Hidrográfica da Lagoa Rodrigo de Freitas – Município do Rio de Janeiro, com 

a finalidade de promover a recuperação ambiental e o gerenciamento do corpo 

hídrico, assegurado o uso múltiplo sustentável da área de abrangência da bacia. 



 

 
 
 

24 

A Lagoa representa atualmente uma das principais atrações turísticas da 

capital Rio de Janeiro, onde pratica-se esportes aquáticos como o remo, ou 

simplesmente passeia-se de pedalinho, além de ser utilizada em  competições 

náuticas, como nos Jogos Pan Americanos de 2007. Em seu entorno encontram-se 

um estádio de remo (Estádio de Remo da Lagoa), uma colônia de pescadores, uma 

ciclovia pavimentada com 7,5 km de extensão, diversos equipamentos de lazer e 

quiosques de alimentação, que oferecem itens da gastronomia regional e 

internacional, além de alguns dos mais importantes clubes da cidade, como Clube 

de Regatas do Flamengo, Jóquei Clube Brasileiro, Clube Caiçaras e as sedes 

náuticas do Clube de Regatas Vasco da Gama e Botafogo de Futebol e Regatas.  

 

 

4.2. Coleta 

 

Foram realizadas coletas mensais de 2L de água superficial na Lagoa Rodrigo 

de Freitas no período de Julho de 2007 a Agosto de 2008.  Os pontos de coleta 

foram determinados utilizando-se  o sistema de posicionamento global GPS (Garmin 

etrex®Legend, EUA) e escolhidos de maneira que todo o entorno lagunar fosse 

representado, incluindo áreas de lazer e prática de esportes, além de um ponto 

central, um ponto no Rio dos Macacos e um ponto na Praia do Leblon, próximo à 

saída do canal de Jardim de Alah (Figura 4.1). Adicionalmente, foram coletados 

200mL de água para contagem de E.coli e realizada a mensuração de parâmetros 

físico-químicos no momento da coleta. 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Turismo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Remo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Est%C3%A1dio_de_Remo_da_Lagoa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclovia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gastronomia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clube_de_Regatas_do_Flamengo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clube_de_Regatas_do_Flamengo
http://pt.wikipedia.org/wiki/J%C3%B3quei_Clube_Brasileiro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clube_dos_Cai%C3%A7aras
http://pt.wikipedia.org/wiki/Club_de_Regatas_Vasco_da_Gama
http://pt.wikipedia.org/wiki/Botafogo_de_Futebol_e_Regatas
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Figura 4.1. Mapa geográfico da Lagoa Rodrigo de Freitas, município do Rio de Janeiro, RJ: localização dos pontos de coleta (Fonte: Google Earth).

P1 – Curva do Calombo 

P2 – Baixo Bebê P3 – Sede Náutica do Vasco 

da Gama 

P9 - Central 
P4 – Clube Naval 

P11 – Rio dos Macacos 

P5 – Parque dos Patins 

P6 – Sede Náutica do 

Flamengo P10 – Pedalinhos 

P8– Clube Caiçaras 
P7 – Jardim de Alah P12 – Praia do Leblon 
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Segundo a Resolução CONAMA 357, as águas da Lagoa Rodrigo de Freitas 

são classificadas como águas salobras classe especial por esta ser uma área de 

proteção permanente. Entretanto, em função das modificações que este ambiente 

sofreu e das atividades balneares (recreação de contato primário) exercidas neste 

ambiente, ela enquadra-se na categoria de água salobra classe 1. O Rio dos 

Macacos enquadra-se na classificação de água doce classe 2, categoria que 

envolve águas destinadas à blaneabilidade, ao abastecimento para consumo 

humano, após tratamento convencional, e à proteção das comunidades aquáticas. A 

Praia do Leblon é classificada como água salina classe 1, que compreende águas 

destinadas à balneabilidade, à proteção das comunidades aquáticas à aqüicultura e 

pesca. Assim, os valores obtidos nos parâmetros analisados foram comparados aos 

padrões de qualidade das águas determinados nesta Resolução, que estabelece 

limites individuais para cada substância em cada classe. 

 

 

4.3.  Concentração viral 

 

As amostras foram concentradas por metodologia baseada na adsorção-

eluição dos vírus em membrana carregada negativamente, descrita por Katayama e 

colaboradores (2002).  

As amostras foram previamente clarificadas para a remoção de resíduos 

grosseiros por filtração com pré-filtro AP-20® (membrana de 142 mm de diâmetro, 

malha de Millipore) utilizando um Sistema de Filtração Millipore (Millipore, RJ), 

constituído por uma bomba de vácuo, um recipiente de pressão e um suporte para a 

colocação das membranas (Figura 4.2).  
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Figura 4.2. Sistema de filtração Millipore®. 1 - Bomba de vácuo com manômetros; 

2 - Recipiente de pressão; 3 - Suporte de membranas. 

 

Após a clarificação, foram adicionados às amostras 25 mL de cloreto de 

magnésio (MgCl2) a uma concentração final de 25 mM (Vetec, Brasil). O pH foi 

ajustado para 5,0 com a adição de ácido clorídrico 6N (HCl, Merck, Brasil). Em 

seguida, as mesmas foram filtradas em membrana HA carregadas negativamente 

(142 mm de diâmetro, malha de 0,45 µm, Millipore) acopladas ao suporte do sistema 

de filtração. A membrana foi rinsada com 350 mL de ácido sulfúrico 0,5 mM (H2SO4, 

Merck, Brasil). Os vírus foram eluídos em 15 mL de hidróxido de sódio 3 mM, pH 

10,5 (NaOH, Vetec, Brasil) por agitação em placa de petri durante 10 minutos. O 

eluato foi neutralizado pela adição de 50 µL de H2SO4 50 mM e 50 µL de tampão 

Tris-EDTA (TE) 100x (10 µM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) e transferido para uma 

unidade do concentrador Centriprep® YM-50 (Millipore, Brasil) (Figura 4.3). Em 

seguida, foi realizada centrifugação a 1500 x g por 10 minutos a 4ºC, até ser obtido 

um volume final de 2 mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3. Concentrador Centriprep® YM-50, Millipore®. 1-Tubo coletor; 2- 

Recipiente externo para a amostra. 
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4.3.1. Determinação da eficiência do método de concentração viral 

 

Para a determinação da eficiência do método de concentração viral utilizado, 

foram feitas inoculações experimentais com 3,27 x 107 cópias de genoma (cg) de 

RV-A e 1,5 x 107 cg de NV GII em amostras representativas de cada tipo de água: 

pontos 10 (Pedalinho), 11 (Rio dos Macacos) e 12 (Praia do Leblon). Após a 

inoculação, as amostras foram processadas conforme as demais obtidas no estudo.  

 

 

4.4.  Extração de ácido nucleico e obtenção de DNA complemetar (cDNA) 

 

O ácido nucleico viral foi extraído das amostras concentradas utilizando-se o 

conjunto de reagentes comercial “Qiagen Viral RNA Kit” (Qiagen, Valencia, 

Espanha), seguindo as recomendações do fabricante. Foram utilizados controles 

negativo e positivo ao longo de todo o processamento da amostra. As amostras 

clínicas RJ15221 e RJ12688 foram previamente sequenciadas como controles 

positivos para RV e NV, respectivamente. 

A síntese do cDNA de RV-A e NV foi realizada utilizando-se o iniciador 

randômico pd(N)6 (Amersham Biosciences, EUA). 

Foram adicionados 2 µL de dimetil sulfóxido (DMSO) (SIGMA®) a 10 µL de 

RNA extraído, incubou-se a 97oC por 7 minutos para desnaturação, seguido de 

banho de gelo por 2 minutos. Em seguida, 38 µL da mistura de reagentes (Quadro 

4.1) foram adicionados e incubou-se a 25ºC por cinco minutos, 50ºC por uma hora e 

70º por 20 minutos. O produto foi estocado a -20oC até o momento da PCR. 
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Quadro 4.1. Reagentes utilizados na reação da transcrição reversa (RT) para a 

obtenção de DNA complementar (cDNA) a partir do RNA viral extraído. 

Reagente Volume (µL) 

H2O livre de DNAase / RNAase *1
  20,9 

Tampão de PCR sem MgCl2  (10X)* 5 

dXTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (2,5mM)* 4 

MgCl2 (50 mM) * 1,5 

RT Superscript IIITM (200 U/µL) * 1 

pd(N)6 (25 U)*2   4 

DTT (100 mM)* 1 

RNAse Out (40 U/µL) * 0,6 

Total 38 

      * Invitrogen
®
, Califórnia, EUA, *

1
 Gibco

®
, Califórnia, EUA, *

2
 Amersham Biosciences 

 

 

 

4.5.  Detecção e quantificação viral 

 

4.5.1. Rotavirus   

   

A detecção de RV-A foi realizada por PCR convencional (cPCR), de acordo 

com protocolo descrito por Iturriza-Gómara e colaboradores (2002), no qual são 

utilizados iniciadores de cadeia para a amplificação parcial do segmento que codifica 

a proteína VP6 (Quadro 4.2).  

 

Quadro 4.2. Sequência de iniciadores de cadeia utilizados na PCR para 

detecção do gene que codifica a proteína VP6 dos rotavírus grupo A (RV-A).  

 

Proteína 

alvo 

Iniciadores 

de cadeia 

Nucleotídeos 

(posição – pb) 

Fragmento  

(pb) 
Sequência (5'- 3') 

VP6 
VP6 - F (+) 747 – 766 

379 
gacggvgcractacatggt 

VP6 - R (-) 1126 – 1106 gtccaattcatncctggttgg 

  Código IUB (União Internacional de Bioquímica): N = A/C/G/T, R = A/G, V = G/A/C 

 

Para obtenção do amplicon, foram acrescentados 3µL de cDNA à mistura da 

reação (Quadro 4.3).  A reação consistiu em desnaturação do cDNA a 94 ºC por 2 
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minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 segundos, hibridação  

dos iniciadores de cadeia a 58ºC por 30 segundos e amplificação a 72ºC por 1 

minuto. Ao final foi realizada uma extensão a 72ºC por 7 minutos.  

 

Quadro 4.3. Reagentes utilizados na PCR para detecção do gene que codifica a 

proteína VP6 dos rotavírus grupo A (RV-A).  

 

                       * Invitrogen
®
, Califórnia, EUA, * 1 Gibco

®
, Califórnia, EUA 

 

Foram consideradas positivas para RV-A as amostras que apresentaram 

amplicons específicos de 379 pb. 

 

Os RV-A foram classificados binariamente através da amplificação parcial dos 

segmentos que codificam para as proteínas VP4 (Genstch et al, 1992) e VP7 (Das et 

al, 1994; Gouvêa et al, 1994) (Quadro 4.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagentes Volume (µL) 

H2O DNAase/RNAase livre*1 14,125 

dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20µM)*1 2 

Tampão de PCR sem MgCl2  (10 X) * 2,5 

MgCl2 (50mM)* 1,25 

Iniciadores de cadeia VP6-F e VP6-R (Pool 20µM) 2,0 

Taq Polimerase Platinum (5U/µL)* 0,125 

Total 22 
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Quadro 4.4. Sequência de iniciadores de cadeia utilizados na semi-nested PCR 

para detecção e caracterização dos genes que codificam para as proteínas VP4 

e VP7 dos roravírus grupo A (RV-A).  

 
Proteína 

alvo 

Iniciadores 
de cadeia 

Nucleotídeos 
(posição – pb) 

Fragmento  
(pb) 

Sequência (5'- 3') 

VP7 9con1 (+) 37 – 56 
904 

tag ctc ctt tta atg tat gg 

 9con2 (-) 922 – 941 gta taa aat act tgc cac ca 

 9T1-1 (G1) (-) 176 – 195 158 tct tgt caa agc aaa taa tg 

 9T1-2 (G2) (-) 262 – 281 244 gtt aga aat gat tct cca ct 

 9T1-3 (G3) (-) 484 – 503 466 gtc cag ttg cag tgt tag c 

 9T1-4 (G4) (-) 423 – 440 403 ggg tcg atc gaa aat tct 

 9T1-9 (G9) (-) 131 – 147 110 tat aaa gtc att gca c 

 FT5 (G5) (-) 760 – 779 742 cat gta ctc gtt gtt acg tc 

VP4 4con3 (+) 11 – 32 
876 

tgg ctt cgc tca ttt ata gac a 

 4con2 (-) 887 – 868 att tcg gac cat tta taa cc 

 1T1 P[8] (-) 339 – 356 345 tct act tgg gat aac gtg c 

 2T1 P[4] (-) 474 – 494 483 cta ttg tta gag gtt aga gtc 

 3T1 P[6] (-) 259 – 278 267 tgt tga tta gtt gga ttc aa 

 4T1 P[9] (-) 385 – 402 391 tga gac atg caa ttg gac 

 

Foram adicionados 2,5µL do cDNA à mistura de reagentes descrita no Quadro 

4.5. A reação de amplificação consistiu em desnaturação do cDNA a 94ºC por 2 

minutos e 35 ciclos de desnaturação dos amplicons a 94ºC por 30 segundos, 

hibridação dos iniciadores de cadeia a 50ºC por 30 segundos e amplificação a 72ºC 

por 1 minuto. Ao final foi realizada uma extensão a 72ºC por 10 minutos.  
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Quadro 4.5. Reagentes utilizados na PCR para detecção dos genótipos G e P 

de rotavírus grupo A (RV-A). 

Reagentes Volume (µL) 

H2O DNAase/RNAase livre*1 15,625 

dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20µM)*1 2 

Tampão de PCR sem MgCl2  (10X) * 2,5 

MgCl2 (50mM)* 1,25 

9con1/9con2 (G) ou 4con2/4con3 (P) (20µM)* 1 

Taq Polimerase Platinum (5U/µL )* 0,125 

Total 22,5 
         * Invitrogen

™
, Califórnia, EUA; *1 Gibco

®
, Califórnia, EUA 

 

Para a caracterização dos genótipos G pela semi-nested PCR foram utilizados 

0,5µL do iniciador consensual para G (9con1) e 0,5µL de cada iniciador G específico 

(G1, G2, G3, G4, G5 e G9) (Quadro 4.4). Para o genótipo P foram utilizados 0,5µL 

do iniciador consensual para P (4con3) e 0,5µL de cada iniciador específico para 

P[4], P[6], P[8] e P[9] (Quadro 4.4). Foram adicionadas 1µL do produto da PCR a 

24µL da mistura da reação contendo os reagentes conforme o Quadro 4.6 para G 

tipo e o quadro 4.7 para P tipo. As reações de amplificação para ambos os tipos G e 

P consistiram em desnaturação inicial a 94ºC por 2 minutos, seguida de 25 ciclos de 

desnaturação dos amplicons a 94ºC por 30 segundos, hibridação dos iniciadores de 

cadeia a 47ºC por 30 segundos e posterior amplificação a 72ºC por 1 minuto. Ao 

final, foi realizada uma extensão a 72ºC por 10 minutos. As amostras foram 

genotipadas em função do tamanho de fragmento característico de cada genótipo, 

conforme descrito no quadro 4.4. 
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Quadro 4.6. Reagentes utilizados na semi-nested PCR para detecção de 

genótipos G de rotavírus grupo A (RV-A).  

Reagentes Volume (µL) 

H2O DNAase/RNAase livre*1 14,875 

dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20µM)*1 2 

Tampão de PCR sem MgCl2  (10X)* 2,5 

MgCl2 (50mM)* 1 

Mistura dos iniciadores de cadeia de G tipo*2 3,5 

Taq Polimerase Platinum (5U/µL)* 0,125 

Total 24 
                     * Invitrogen

™
, Califórnia, EUA;  *1 Gibco

®
, Califórnia, EUA; 

                       *2 Mistura de G tipo (0,5 µL de cada iniciador): 9con1 + 9T1-1 (G1) + 9T1-2 (G2) + 9T1-3 (G3) + 

9T1-    4 (G4) + FT5 (G5) + 9T1-9 (G9).  

 
 
 

Quadro 4.7. Reagentes utilizados na semi-nested PCR para detecção de 

genótipos P de rotavírus grupo A (RV-A).  

Reagentes Volume (µL) 

H2O DNAase/RNAase livre*1 15,875 

dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20µM)*1 2 

Tampão 10X* 2,5 

MgCl2 (50mM)* 1 

Mistura dos iniciadores de cadeia de P tipo*2 2,5 

Taq Polimerase Platinum (5U/µL)* 0,125 

Total 24 
         * Invitrogen

™
, Califórnia, EUA; * 1 Gibco

®
, Califórnia, EUA;  

          * 2 Mistura de P(0,5 µL de cada iniciador): con3 + 1T1 P[8] + 2T1 P[4] + 3T1 P[6] + 4T1 P[9] 

 

A quantificação foi realizada por qPCR, de acordo com protocolo descrito Zeng 

e colaboradores (2008), no qual são utilizados iniciadores de cadeia para a 

amplificação parcial do segmento que codifica para a proteína não estrutural NSP3 

(Quadro 4.8). 
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Quadro 4.8. Sequência de iniciadores de cadeia e sonda utilizados no PCR 

quantitativo (qPCR) para amplificação parcial do segmento que codifica a 

proteína não estrutural NSP3 dos rotavírus grupo A (RV-A).  

Proteína 

alvo 

Iniciadores 

de cadeia 

e sondas 

Nucleotídeos 

(posição – pb) 

Fragmento 

(pb) 
Sequência (5'- 3') 

NSP3 

NSP3 F (+) 963–988 

87 

accatctwcacrtraccctctatgag 

NSP3 R (-) 1028–1049 ggtcacataacgcccctatagc 

Sonda 

NSP3 
995–1017 

FAM-agttaaaagctaacactgtcaaa-

None 

Código IUB: R = A/G, W= A/T 

 

O quadro 4.9 apresenta os reagentes e os volumes utilizados na reação final 

do qPCR. O ciclo para a amplificação genômica consistiu de 50ºC por 2 minutos, 

95ºC por 10 minutos, seguido por 45 ciclos a 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 

minuto. Para o qPCR foi utilizado o sistema TaqMan da Applied Biosystems. As 

amostras foram aplicadas em duplicatas em uma microplaca de 96 cavidades 

(MicroAmp®, Applied Biosystems, CA, EUA) e a reação foi realizada em plataforma 

ABI 7500 (Applied Biosystem, Califórnia, EUA).  

 

 

Quadro 4.9. Reagentes utilizados no PCR quantitativo (qPCR) para 

amplificação parcial do segmento que codifica a proteína não estrutural NSP3 

de rotavírus grupo A (RV-A). 

Reagentes Volume (µL) 

H2O livre de DNAase/RNAase 1 5 

TaqMan Universal PCR Master Mix2 12,5 

Iniciador NSP3 F (10µM) 1 

Iniciador NSP3 F (10µM) 1 

Sonda NSP3 FAM-none (0,5 µM) 0,5 

cDNA 5 

Total 25 

                          
1
Gibco

®
, Califórnia, EUA; 

2
Applied Biosystems,  EUA 
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4.5.2. Norovirus 

  

A detecção de NV foi realizada por semi-nested PCR, de acordo com protocolo 

descrito por Boxman e colaboradores (2006), no qual são utilizados iniciadores de 

cadeia para a amplificação parcial do gene que codifica para a polimerase viral 

(Quadro 4.10 e 4.11). Esse protocolo consiste de uma primeira amplificação comum 

aos GI e GII, seguida de semi-nested específica para cada um dos G. 

 

 

Quadro 4.10. Sequência de iniciadores de cadeia utilizados na PCR para 

detecção do gene que codifica a polimerase viral dos norovírus (NV).  

Região 

Genômica 

Iniciadores 

de cadeia 

Nucleotídeos 

(posição – pb) 

Fragmento  

(pb) 
Sequência (5'- 3') 

RNA 

polimerase 

JV12Y (+) 4279–4299 
327 

ataccactatgatgcagayta 

JV13I (-) 4585–4605 tcatcatcaccatagaaigag 

 Código IUB: I = inosina, Y = C/T 

 

 

Quadro 4.11. Sequência de iniciadores de cadeia utilizados na semi-nested 

PCR para detecção do gene que codifica a polimerase viral dos norovírus 

genogrupos I e II (NV-GI e NV-GII).  

Genogrupo 

(G) 

Iniciadores 

de cadeia 

Nucleotídeos 

(posição – pb) 

Fragmento  

(pb) 
Sequência (5'- 3') 

II 
JV12Y (+) 4279–4299 

236 

ataccactatgatgcagayta 

NoroII-R (-) 4495–4515 agccagtgggcgatggaattc 

I 
G1 (+) 4691–4707 

187 

tcngaaatggatgttgg 

JV13I (-) 4585–4605 tcatcatcaccatagaaigag 

Código IUB: I = inosina, N = A/G/C/T, Y = C/T  

 

Para a primeira amplificação, foram acrescentados 5µL de cDNA à mistura da 

reação (Quadro 4.12).  A reação de amplificação consistiu em desnaturação do 

cDNA a 95 ºC por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 

segundos, hibridação  dos iniciadores de cadeia a 45ºC por 30 segundos e 

amplificação a 72ºC por 1 minuto. Ao final foi realizada uma extensão a 72ºC por 10 

minutos.  
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Quadro 4.12. Reagentes utilizados na PCR para detecção do gene que codifica 

a polimerase viral dos norovírus (NV). 

Reagentes Volume (µL) 

H2O DNAase/RNAase livre*1 14 

dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20µM)*1 0,5 

Tampão de PCR sem MgCl2  10 X * 2,5 

MgCl2 (50mM)* 0,8 

Iniciadores de cadeia JV12Y e JV13I (Pool 11 
pmol/ul) 2,0 

Taq Polimerase Platinum (5U/µL)* 0,2 

Total 20 
* Invitrogen

®
, Califórnia, EUA, * 1 Gibco

®
, Califórnia, EUA 

 

 

Para a semi-nested, foram acrescentados 2µL do produto à mistura da 

segunda reação (Quadro 4.13).  A reação de amplificação, comum a ambos os 

genogrupos, consistiu em desnaturação a 95 ºC por 5 minutos, seguida de 35 ciclos 

de desnaturação a 94ºC por 30 segundos, hibridação dos iniciadores de cadeia a 

45ºC por 30 segundos e amplificação a 72ºC por 1 minuto. Ao final foi realizada uma 

de extensão a 72ºC por 10 minutos. 

  

Quadro 4.13. Reagentes utilizados na semi-nested PCR para detecção do gene 

que codifica a polimerase viral dos norovírus genogrupos I e II (NV-GI e NV-

GII). 

Reagentes Volume (µL) 

H2O DNAase/RNAase livre*1 16,7 

dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20µM)*1 1,0 

Tampão de PCR sem MgCl2  (10 X) * 2,5 

MgCl2 (50mM)* 0,6 

Iniciadores de cadeia (Pool 11 pmol/ul) 

JV13I e G1 (GI) ou 

JV12Y e NoroII-R (GII) 

2,0 

Taq Polimerase Platinum (5U/µL)* 0,2 

Total 23 

* Invitrogen
®
, Califórnia, EUA, * 1 Gibco

®
, Califórnia, EUA 
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Foram consideradas positivas para NV-GI as amostras que apresentaram 

amplicons específicos com 187 pares de bases e positivas para NV-GII as amostras 

que apresentaram amplicons específicos com 236 pares de bases. 

 

A caracterização molecular dos NV foi realizada por protocolo de amplificação 

da região codificadora do capsídeo viral, descrito por Vinjé e colaboradores (2004) 

(Quadro 4.14). 

 

Quadro 4.14. Sequência de iniciadores de cadeia utilizados na reação de 

sequenciamento parcial da região D do genoma dos norovirus genogrupos I e 

II (NV-GI e NV-GII). 

Genogrupo 

(G) 

Iniciadores 

de cadeia 

Nucleotídeos 

(posição – pb) 
Sequência (5´- 3´) 

Fragmento 

(pb) 

I 

Cap A (-) 6897-6914 GGC WGT TCC CAC AGG CTT 

177  Cap B2 (+) 6738-6754 TAT GTI GAY CCW GAC AC 

Cap B1 (+) 6738-6754 TAT GTT GAC CCT GAT AC 

II 

Cap C (-) 6667-6684 CCT TYC CAK WTC CCA YGG 

253  Cap D3 (+) 6432-6452 TGY CTY ITI CCH CAR GAA TGG 

Cap D1 (+) 6432-6451 TGT CTR STC CCC CAG GAA TG 

             Código IUB: H = A/T/C, I = inosina, K = G/T, R = A/G, S = G/C, W = A/T, Y = C/T 

 

O quadro 4.15 apresenta os reagentes e os volumes utilizados na reação. A 

reação de amplificação consistiu de 95ºC por 3 minutos, seguida por 40 ciclos de 

desnaturação a 94ºC por 1 minuto, hibridação dos iniciadores de cadeia a 44ºC por 

1 minuto e amplificação a 72ºC por 1 minuto. Ao final foi realizada uma extensão a 

72ºC por 10 minutos.  
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Quadro 4.15. Reagentes utilizados na PCR para obtenção do produto para 

sequenciamento parcial da região D do genoma dos norovirus genogrupos I e 

II (NV-GI e NV-GII). 

Reagentes Volume (µL) 

H2O DNAase/RNAase livre*1 26,2 

dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20µM)*1 4 

Tampão de PCR sem MgCl2  10 X * 5 

MgCl2 (50mM)* 1,5 

Iniciadores de cadeia (Pool 50 µM/ul) 

 Cap A, B2 e B1 ou Cap C, D1 e D3  3,0 

Taq Polimerase Platinum (5U/µL)* 0,3 

cDNA 10 

Total 50 
* Invitrogen

®
, Califórnia, EUA, * 1 Gibco

®
, Califórnia, EUA 

 

A quantificação dos NV foi realizada por qPCR, de acordo com protocolo 

descrito por  Kageyama e colaboradores (2003), no qual são utilizados iniciadores 

de cadeia para a amplificação parcial da região de junção ORF1-ORF2 do genoma 

viral (Quadro 4.16). 

 

Quadro 4.16. Sequência de iniciadores de cadeia e sonda utilizados na qPCR 

para quantificação dos norovírus (NV) através da amplificação parcial da 

região  de junção ORF1-ORF2 do genoma viral.  

Genogrupo 

(G) 

Iniciadores de cadeia 

e sondas 

Nucleotídeos 

(posição – 

pb) 

Sequência (5'- 3') 

I 

COG1F (+) 5291–5310 cgytggatgcgnttycatga 

COG1R (-) 5375–5358 cttagacgccatcatcattyac 

Sonda RING1(a) (-) 5340–5359 FAM-agatygcgatcycctgtcca-TAMRA 

Sonda RING1(b) (-) 5340–5321 FAM-agatcgcggtctcctgtcca-TAMRA 

II 

COG2F (+) 5003–5023 cargarbcnatgttyagrtggatgag 

COG2R (-) 5100–5080 tcgacgccatcttcattcaca 

Sonda RING2 (+) 5048–5067 FAM-tgggagggcgatcgcaatct-TAMRA 

Código IUB: B = G/T/C, N = A/G/C/T, R = A/G, Y = C/T 
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O quadros 4.17 e 4.18 apresentam os reagentes e os volumes utilizados na 

qPCR. Para ambos os genogrupos, o seguinte ciclo foi utilizado para a amplificação 

genômica: 50ºC por 2 minutos, seguido de 95ºC por 10 minutos, 45 ciclos de 95ºC 

por 15 segundos e 56ºC por 1 minuto. Para o qPCR foi utilizado o sistema TaqMan 

da Applied Biosystems. As amostras foram aplicadas em duplicatas em uma 

microplaca de 96 cavidades (MicroAmp®, Applied Biosystems, CA, EUA) e a reação 

foi realizada em plataforma ABI 7500 (Applied Biosystem, Califórnia, EUA).  

 

Quadro 4.17. Reagentes utilizados no PCR quantitativo (qPCR) para 

quantificação dos norovírus do genogrupo I (NV-GI). 

Reagentes Volume (µL) 

H2O livre de DNAase/RNAase 1 3,25 

TaqMan Universal PCR Master Mix 2 12,5 

Iniciador COG 1F (10µM) 1 

Iniciador COG 1R (10µM) 1 

Sonda RING1a (10µM) 0,625 

Sonda RING1b (10µM) 0,625 

cDNA 5 

Total 25 

                        
1
Gibco

®
, Califórnia, EUA; 

2
Applied Biossystems,  EUA 

 

 

Quadro 4.18. Reagentes utilizados no PCR quantitativo (qPCR) para 

quantificação dos norovírus do genogrupo II (NV-GII). 

Reagentes Volume (µL) 

H2O livre de DNAase/RNAase 1 3,875 

TaqMan Universal PCR Master Mix 2 12,5 

Iniciador COG 2F (10µM) 1,5 

Iniciador COG 2R (10µM) 1,5 

Sonda RING2 (10µM) 0,625 

cDNA 5 

Total 25 

                                 
1
Gibco

®
, Califórnia, EUA;

 2
Applied Biosystems,  EUA 
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4.5.3. Análise dos produtos amplificados por eletroforese em gel de 

agarose 

 

Para análise dos amplicons obtidos, 2µL de corante azul de bromofenol 

(Invitrogen®) foram adicionados a 10µL de cada amplicon e os mesmos foram 

submetidos a eletroforese em gel de agarose (GIBCO-BRL®) a 1,5% em tampão 

TBE 0,5% (GIBCO-BRL®) por 1 hora a 100 volts. O gel foi previamente impregnado 

com Brometo de etídeo (0,5 µg/mL) e os amplicons foram visualizados em 

transiluminador de luz ultravioleta (Labnet®). Para identificar os pesos moleculares 

dos amplicons foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb (GIBCO-

BRL®). A imagens obtidas após a eletroforese foram registradas em sistema de 

captura de imagem (BioImaging Systems®) utilizando o programa Labworks 4.0. 

 

 

4.6. Sequenciamento nucleotídico  

 

Para o sequenciamento dos RV-A e NV, foram utilizados os amplicons obtidos 

pela PCR para amplificar o fragmento do gene que codifica a proteína VP6, 

conforme Quadro 4.2 do item 4.5.1, e região codificadora do capsídeo viral, 

conforme Quadro 4.14 do item 4.5.2, respectivamente.  

 

 

4.6.1. Purificação e reação de sequência 

 

Os produtos foram purificados utilizando o kit comercial QIAquick PCR 

Purification kit (QIAGENTM, Valencia, CA, EUA) ou QIAquick Gel Extraction kit 

(QIAGENTM, Valencia, CA, EUA). Após a purificação, os produtos foram 

quantificados em espectrofotômetro NanoDrop™ (Thermo Scientific, EUA). 

         Para o sequenciamento direto dos produtos amplificados e purificados foi 

utilizado o kit comercial “Big Dye Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied 

Biosystems®, CA, EUA), conforme recomendado pelo fabricante. Foram utilizados 

os mesmos iniciadores de cadeia utilizados na reação de PCR de cada um dos 

vírus.  As reações de sequência e os cromatogramas das sequências foram obtidos 

a partir do sequenciador automático de 48 capilares “ABI Prism 3730 Genetic 



 

 
 
 

41 

Analyzer” (Applied Biosystems, CA, EUA) do serviço da “Plataforma de 

Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ”. 

 

 

4.7. Caracterização Molecular 

 

As sequências nucleotídicas foram alinhadas utilizando o método CLUSTAL W 

(Thompson et al, 1994), contido no programa BioEdit® (Hall et al, 1999). As 

sequências protótipos representantes dos diferentes genótipos de RV-A e NV de 

origem humana e animal, descritas em diferentes países, foram resgatadas no site 

do NCBI (National Center for Biotechnology Information - 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) através dos seus números de acesso ou mediante a 

utilização da ferramenta BLAST (Basic Local Aligment Search Tool), disponível no 

Genbank.  

  As relações filogenéticas entre as diferentes sequências foram determinadas 

mediante a utilização do pacote de programas MEGA v. 4.0 (Tamura et al, 2007) 

através do método de reconstrução filogenética Neighbor-joining. As distâncias 

genéticas entre as diferentes amostras foram calculadas mediante o modelo Kimura-

dois-parâmetros como modelo de substituição nucleotídica. A significância 

estatística das diferentes filogenias obtidas foi estimada através de 2.000 réplicas de 

bootstrap. 

 

 

4.8. Parâmetros Microbiológicos  

 

4.8.1. E.coli 

 

Para a quantificação do indicador microbiológico E.coli foi utilizado do Kit 

Colilert®-18 Quanti-Tray®/2000 (IDEXX Laboratories, Westbrook, EUA), seguindo as 

recomendações do fabricante. Este método baseia-se na observação de 

fluorescência gerada pela metabolização de nutrientes presentes no meio de cultura 

pela E.coli (Figura 4.4). 
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Figura 4.4. Leitura de E.coli com lâmpada ultravioleta utilizando Cartela 

Quanti-Tray®/2000 do conjunto de reagentes Colilert®-18.  A. Cartela Quanti-

Tray®/2000; B. Lâmpada ultravioleta. 

  

O processamento das amostras foi realizado dentro de até 2 horas após a 

coleta e foram necessárias diluições seriadas das mesmas. As amostras coletadas 

nos dez pontos do entorno Lagoa e no ponto da praia do Leblon foram analisadas 

nas diluições100, 10-1 e 10-2.  As amostras da desembocadura do Rio dos Macacos 

foram analisadas nas diluições 10-1, 10-2 e 10-3 .  

 

 

4.8.2. Adenovírus humano (HuAdV) 

 

A quantificação de adenovírus humano (HuAdV) foi realizada por qPCR, de 

acordo com o protocolo descrito por Heim e colaboradores (2003), no qual são 

utilizados iniciadores de cadeia para a amplificação parcial da região do genoma 

viral que codifica o hexon (Quadro 4.19). 

 

Quadro 4.19. Sequência de iniciadores de cadeia e sonda utilizados no PCR 

quantitativo (qPCR) para amplificação parcial da região do genoma viral 

codificadora do hexon dos adenovírus humano (HuAdV).  

Iniciadores de 

cadeia e sonda 
Sequência (5'- 3') 

AQ1 gccacggtggggtttctaaactt 

AQ2 gccccagtggtcttacatcatgcacatc 

Sonda AP FAM – tgcaccagacccgggctcaggtactccga- TAMRA 

 

A 

B 
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O quadro 4.20 apresenta os reagentes e os volumes utilizados na reação de  

qPCR. A reação de amplificação genômica consistiu de 50ºC por 2 minutos, seguido 

por 45 ciclos de 95ºC por 3 segundos, 55ºC por 10 segundos e 65ºC por 1 minuto.  

Para o qPCR foi utilizado o sistema TaqMan da Applied Biosystems. As amostras 

foram aplicadas em duplicatas em uma microplaca de 96 cavidades (MicroAmp®, 

Applied Biosystems, CA, EUA) e a reação foi realizada em plataforma ABI 7500 

(Applied Biosystem, Califórnia, EUA). 

  

Quadro 4.20. Reagentes utilizados no PCR quantitativo (qPCR) para 

quantificação de adenovírus humano (HuAdV). 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

                    
1
Gibco

®
, Califórnia, EUA; 

2
Applied Biossystems,  EUA 

 
 
 

4.9. Parâmetros físico-químicos 

 

No momento da coleta, os parâmetros fisico-químicos temperatura (°C), 

salinidade (%) e turbidez (UNT) foram mensurados utilizando-se o aparelho “Water 

Quality Checker” (Horiba® U-10, Irvine, CA, EUA) e os parâmetros pH e cloro livre 

(mg/L) pelo equipamento “Pocket colorimeter™ (Hach®, Loveland, CO, EUA).  

 

 

4.10. Análise estatística 

 

Os dados obtidos durante as coletas foram codificados por meio de números e 

armazenados em um banco de dados criado no programa Access 97 (versão 6.0). A 

partir destes, foi realizada estatística descritiva com cálculos de freqüências, média ± 

desvio-padrão e valores mínimo e máximo. 

Reagentes Volume (µL) 

H2O livre de DNAase/RNAase 1 4,5 

TaqMan Universal PCR Master Mix 2 12,5 

Iniciador AQ1 (12,5µM) 1 

Iniciador AQ2 (12,5µM) 1 

Sonda AP (10µM) 1 

DNA 5 

Total 25 
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As análises de correlação foram realizadas apenas com as 120 amostras 

provenientes da Lagoa Rodrigo de Freitas, foco de estudo, em função dos pontos 

Rio dos Macacos e Praia do Leblon não apresentarem uma amostragem adequada 

para análise  (n=12 para cada ponto).  

Para avaliar-se a possível correlação entre a detecção viral e parâmetros 

microbiológicos e físico-químicos foi realizado o teste qui-quadrado (2) cuja 

hipótese nula foi a distribuição homogênea de detecção viral entre as classes dos 

parâmetros físico-químicos e microbiológicos (Tabela 4.1). Uma vez que os 

parâmetros pH e E.coli apresentam padrões estabelecidos pela legislação vigente, a 

divisão de classes foi baseada nestes valores.  

 

Tabela 4.1. Divisão de classes para os parâmetros microbiológicos e físico-

químicos estudados. 

Parâmetro Classes 

E.coli*1 
(NMP/100mL) 

< 2.000 

≥ 2.000 

Salinidade 
(%) 

≤ 1 

≥ 1,1 

Temperatura 

(⁰C) 

≤ 25 

25,1 ≤ e ≤ 28,9 

≥ 29,0 

pH*2 
< 8,5 

≥ 8,5 

Cloro 
(mg/L) 

0 

≥ 0,1 

Turbidez 
(UNT) 

≤ 10 

11 ≤ e ≤ 20 

≥ 21 

*
1
Resolução CONAMA n°274, de 29 de Novembro de 2000. 

                                  *
2
Resolução CONAMA n°357, de 17 de Março de 2005. 
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5. RESULTADOS 

 

Foram realizadas 12 coletas mensais ao longo de um ano em 12 pontos de 

coleta, incluindo 10 pontos na Lagoa Rodrigo de Freitas, um no Rio dos Macacos, 

que desemboca na Lagoa, e um na praia do Leblon, onde a água da Lagoa é 

escoada, totalizando 144 amostras. Inicialmente, foram realizados testes 

experimentais para se determinar a eficiência do método de concentração viral 

utilizado nos diferentes tipos de água avaliados (salobra, doce e salina). A Tabela 

5.1 demonstra que o percentual de recuperação obtido no ensaio variou de 2,06% a 

7,18% para RV e de 1,96% a 5,52% para NV, dependendo da matriz aquática 

analisada.  

 

 

Tabela 5.1. Eficiência do método de concentração viral por filtração em 

membrana carregada negativamente descrito por Katayama e colaboradores 

(2002) na detecção de rotavírus grupo A (RV-A) e norovírus (NV). cg: cópias de 

genoma 

Tipo de Água 

RV-A NV 

cg 
inoculadas 

cg 
recuperados 

Taxa de 
recuperação 

(%) 

cg 
inoculados 

cg 
recuperados 

Taxa de 
recuperação 

(%) 

Lagoa Rodrigo 
de Freitas 

 (Água salobra) 

 

3,27 x 10
7
 

2,34 x 10
6
 7,18 

1,5 x 10
7
 

8,28 x 10
5
 5,52 

Rio dos 
Macacos           

(Água doce)  

6,74 x 10
5
 2,06 4,41 x 10

5
 2,94 

 

Praia do Leblon              
(Água salina) 

 

9,22 x 10
5
 2,82 2,94 x 10

5
 1,96 
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5.1. Detecção e quantificação viral 

 

A tabela 5.2 apresenta o percentual de positividade obtido para detecção de 

RV-A e NV utilizando as metodologias cPCR e qPCR. Pelas metodologias de 

detecção de NV não foram detectados NVs pertencentes ao genogrupo I (NV-GI).  

 

Tabela 5.2. Detecção de rotavírus A (RV-A) e norovirus genogrupo II (NV-GII) 

em 144 amostras de concentrados de água de acordo com as metodologias de 

PCR convencional (cPCR) e quantitativo (qPCR).  

  *1
. 5 amostras foram positvas para RV-A por ambas as técnincas empregadas.   

  
*2

. 2 amostras foram positvas para NV-GII por ambas as técnincas empregadas. 

 

A análise conjunta dos resultados obtidos por ambas as técnicas determinaram 

uma positividade de 24,3% (35/144) e 18,8% (27/144) para RV-A e NV-GII, 

respectivamente. A análise estatística de comparação de detecção por cPCR e 

qPCR demonstrou que, para RV-A, não houve diferença significativa entre as duas 

metodologias empregadas (p=0,088), enquanto para NV-GII o mesmo não foi 

observado (p=0,0009), com a maior sensibilidade de detecção obtida por cPCR. 

A Figura 5.1 apresenta eletroforese em gel de eletroforese dos produtos de 

amplificação por cPCR para os vírus estudados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Virus RV-A NV-GII 

Método N (%) cg/100mL N (%) cg/100mL 

cPCR 15 (10,4) - 23 (16,0) - 

qPCR 25 (17,4) 3,34 - 4680 6 (4,2) 1,57 - 26,5 

Total 35  (24,3)*1 2 (20,1)*2 
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A) RV-A 
 

 

Linha 1: Marcador de peso molecular (100 pb); linha 2: amostra positiva; linha 3: controle positivo; 
linha 4: amostra negativa; linha 5: controle negativo. 

 

 

B) NV-GII 
 

 1      2    3     4     5       6     7     8      9  10  11 12  13  14 

 
 

Linha 1: marcador de peso molecular (100 pb); linhas 2, 5, 8, 10, 11 e 12: amostras negativas; linha 3, 
4, 6, 7 e 9: amostras positivas; linha 13: controle positivo; linha 14: controle negativo. 327pb: produto 
da primeira reação de PCR; 236pb: produto da segunda reação de PCR. 
 

Figura 5.1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da reação em cadeia 

pela polimerase precedida de transcrição reversa (RT-PCR) para: A. Detecção 

de rotavírus grupo A (RV-A) por amplificação genômica região codificadora da 

proteína VP6; B. Detecção de norovírus genogrupo II (NV-GII) por amplificação 

genômica da polimerase viral. 

 

 

 

 

  1     2    3      4     5      
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b 

327 pb 

236 pb 



 

 
 
 

48 

A Tabela 5.3 apresenta a distribuição de positividade considerando o resultado 

de detecão total por cPCR e qPCR de acordo com as matrizes aquáticas avaliadas.  

 

Tabela 5.3. Resultados gerais de detecção viral por tipo de matriz aquática. 

Localidade 
(matriz)  

RV-A NV-GII Total de vírus 
positivas/estudadas 

(%) 
positivas/estudadas 

(%) 
positivas/estudadas 

(%) 

Lagoa Rodrigo 
de Freitas 

 (Água salobra) 
30/120 (25) 21/120 (17,5) 48/120 (40)*1 

Rio dos 
Macacos           

(Água doce) 
3/12 (25) 4/12 (33,3) 5/12 (41,7)*2 

Praia do Leblon              
(Água salina) 

2/12 (16,7) 2/12 (16,7) 4/12 (33,3) 

Total 35/144 (24,3) 27/144 (18,8) 57/144 (39,6) 
  *1

. Em 3 amostras foram detectados RV-A e NV-GII.   

  
*2

. Em 2 amostras foram detectados RV-A e NV-GII.  

 

 

A distribuição dos vírus investigados, de acordo com os pontos de coleta, 

demonstra a disseminação destes em todos os pontos estudados (Figura 5.2).  
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Figura 5.2. Distribuição de rotavírus grupo A (RV-A) e norovírus genogrupo II 

(NV-GII) de acordo com os pontos de coleta. Pontos de coleta: 1- Curva do Calombo; 2- 

Baixo Bebê; 3- Sede Náutica do Vasco da Gama; 4- Clube Naval; 5- Parque dos Patins; 6- Sede Náutica do 

Flamengo; 7- Jardim de Alah; 8- Clube Caiçaras; 9- Central; 10- Pedalinhos; 11- Rio dos Macacos; 12- Praia do 

Leblon. 

 

 

5.2. Caracterização molecular dos vírus gastroentéricos detectados 

 

5.2.1. Rotavírus 

 

 Após a detecção por amplificação parcial do gene que codifica a proteína VP6 

de RV-A pela RT-PCR, sete amostras positivas foram sequenciadas e classificadas 

como pertencentes ao SG I e como I2 pela nova classificação proposta (Figuras 5.3 

e 5.4). Os valores de identidade nucleotídica para subgrupo e para a nova 

classificação foram idênticos e variaram de 98,7 a 99,6% entre as amostras da 

Lagoa e de 97,4 a 99,3% entre as amostra da Lagoa e às provenientes das crianças 

hospitalizadas por gastroenterites no Rio de Janeiro. 

 Com o objetivo de se realizar a classificação binária dos RV-A, as amostras 

positivas foram amplificadas com iniciadores específicos para as regiões 

codificadoras das proteínas VP4 e VP7. Somente uma amostra apresentou resultado 

positivo, sendo classificada como P4. 
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 Flamengo/Out2007

 Clube Naval/Out2007

 Clube Caiçaras/Out2007

 Baixo Bebê/Out2007

 Central/Out2007

 Jardim de Alah/Out2007

 RJ 12343/06

 Parque dos Patins/Out2007

 RJ 15311/08

 RJ 15860/08

 AF079357 

 K02254 

 D00325 

I

não I - não II U36474 

I + II D00323 

 D00326

 K02086 

 EF583040

 RJ 15221/08

II

 AF162434 RVC
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78

46

60

69

0.1  

Figura 5.3. Dendograma de classificação em subgrupos dos rotavirus grupo A 

(RV-A) a partir do sequenciamento parcial do gene que codifica a proteína VP6.  
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 Flamengo/Out2007

 Clube Naval/Out2007

 Baixo Bebê/Set2007

 Clube Caiçaras/Out2007

 Jardim de Alah/Out2007
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Figura 5.4. Dendograma de caracterização molecular dos rotavirus grupo A 

(RV-A) a partir do sequenciamento parcial do gene que codifica a proteína VP6. 

 

 

5.2.2. Norovírus 

 

As 27 amostras positivas de NV-GII foram submetidas ao protocolo de 

amplificação parcial da região codificadora da proteína VP1 para sequenciamento e 

caracterização molecular dos NV-GII em genótipos. Deste total, 10 foram 

amplificadas e, posteriormente, sequenciadas. Entretanto, não foram obtidos 

resultados satisfatórios nos cromatogramas gerados na reação de sequência destas 

amostras. 
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 5.3. Parâmetros microbiológicos  

 

5.3.1. E.coli 

 

Segundo as Resoluções CONAMA nos 274 e 357, as águas destinadas a 

balneabilidade (recreação de contato primário) têm  sua condição avaliada nas 

categorias próprias e impróprias baseando-se nos valores obtidos para E.coli. Em 

função de as coletas serem realizadas mensalmente, considerou-se o parágrafo 4º 

do artigo 2º da Resolução 274 para a análise da água por este parâmetro, que 

considerada amostras próprias aquelas cujos valores obtidos encontram-se abaixo 

de 2000 NMP(número mais provável) de E.coli/100mL. Seguindo este critério, 16,7% 

(2/12) das águas provenientes do Rio dos Macacos, assim como  83,3% (10/12) da 

Praia do Leblon e  95% (114/120) das águas da Lagoa foram consideradas próprias, 

totalizando 87,5 % (126/144) de amostras com valores abaixo do estabelecido para 

este parâmetro. 

A tabela 5.4 apresenta os valores absolutos obtidos para o parâmetro 

bacteriológico E. Coli ao longo do estudo. Os valores encontram-se em NMP/100mL 

de acordo com a tabela apresentada pelo fabricante. 
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Tabela 5.4.  Valores absolutos obtidos na análise microbiológica de E.coli em NMP/100mL nas amostras coletadas na 

Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio dos Macacos e Praia do Leblon no período de Agosto de 2007 a Julho de 2008. Os valores em 

vermelho indicam não conformidade com a legislação vigente. 

     Pontos 

 

Meses 

Curva do 

Calombo 

Baixo 

bebê 

Sede 

Náutica 

do Vasco 

da Gama 

Clube 

Naval 

Parque 

dos 

Patins 

Sede 

Náutica do 

Flamengo 

Jardim 

de Alah 

Clube 

Caiçaras 
Central Pedalinhos 

Rio dos 

Macacos 

Praia do 

Leblon 

Agosto 548 870 755 549 496 446 507 792 756 629 860 630 

Setembro 722 824 599 373 706 960 310 100 1111 432 12400 7170 

Outubro 496 757 294 504 368 1290 2952 612 203 236 13000 504 

Novembro 74 104 144 310 386 345 359 116 630 134 7358 30 

Dezembro 10 74 31 41 20 92 75 10 100 10 2180 41 

Janeiro 328 272 322 111 377 546 8704 6294 170 91 3224 669 

Fevereiro 74 518 276 175 116 20 393 63 100 96 4471 934 

Março 126 30 185 84 100 234 234 10 10 121 5348 450 

Abril 222 194 160 295 116 74 235 67 233 1388 5120 164 

Maio 38 104 1946 61 644 195 12760 1430 605 75 1354 239 

Junho 55 10700 12 763 488 269 1362 249 216 132 8960 289 

Julho 58 240 250 68 60 238 7520 331 70 172 5912 9528 
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5.3.2. Adenovirus Humano (HuAdV) 

 

HuAdV foram detectados em 16,7% (24/144) das amostras de águas 

analisadas e apresentaram carga viral variando de  4,86 a 488 cg/100mL, sendo  as 

maiores quantificações obtidas nas amostras provenientes das águas da Lagoa 

Rodrigo de Freitas.  Deste total, 83% (20/24) foram provenientes de amostras da 

Lagoa, 8,3% (2/24) do Rio dos Macacos e 8,3% (2/24) da Praia do Leblon. 

 

 

5.3.3. Correlação entre detecção de RV-A e NV-GII e parâmetros 

microbiológicos 

 

A Figura 5.5 apresenta o percentual total de detecção dos vírus investigados 

(RV, NV e HuAdV),  assim como o percentual de amostras de água consideradas 

próprias e impróprias pelo parâmetro E.coli nas três diferentes matrizes aquáticas 

analisadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.5. Detecção de rotavírus grupo A (RV-A), norovírus genogrupo II (NV-

GII) e adenovírus humano (HuAdV) e caracterização da qualidade da água  pelo 

parâmetro E.coli (própria <2000NMP/100mL; imprópria >2000NMP/100mL)  nas 

três diferentes matrizes aquáticas analisadas: Rio dos Macacos (n=12), Lagoa 

Rodrigo de Freitas (n=120) e Praia do Leblon (n=12). 
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A tabela 5.5 apresenta os resultados obtidos para detecção viral por amostra 

de água analisada de acordo com o mês, destacando a presença dos vírus em 

águas consideradas próprias (<2000NMP/100mL de E.coli). RV-A e/ou NV-GII foram 

detectados em 38,1% (48/126) dessas amostras, sendo três amostras positivas para 

ambos os vírus e, quando analisados individualmente, RV-A e NV-GII foram 

detectados em 23,8% (30/126) e 16,7% (21/126), respectivamente, com maior 

número de amostras detectadas em outubro de 2007 (RV-A) e Junho de 2008 (NV-

GII). HuAdV foram detectados em 15,1% (19/126) das amostras consideradas 

próprias.  
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Tabela 5.5. Detecção de rotavírus grupo A (RV-A), norovírus genogrupo II (GII-NV) e adenovírus humano (HuAdV) em 

associação à análise microbiológica de E. coli em NMP/100mL das amostras positivas. Em vermelho pode-se observar a detecção viral nos 

pontos caracterizados como próprios para balneabilidade segundo as Resoluções CONAMA 274 de 29 de Novembro de 2000 e 357 de 17 de Março de 2005. 

Pontos 

 

Meses 

Curva do 

Calombo 

Baixo 

Bebê 

 

 

 

Sede 

Náutica 

do 

Vasco 

da 

Gama 

Clube 

Naval 

Parque 

dos 

Patins 

Sede 

Náutica do 

Flamengo 

Jardim 

de Alah 

Clube 

Caiçaras 
Central Pedalinho 

Rio dos 

Macacos 

Praia do 

Leblon 

Agosto  RV NV-GII RV   NV-GII RV HuAdV    

Setembro NV-GII RV    RV  RV    NV-GII 

Outubro  RV RV RV RV 
RV  

NV-GII 
RV RV 

RV  

HuAdV 
HuAdV HuAdV  

Novembro NV-GII NV-GII 
RV  

HuAdV 
RV   NV-GII    NV-GII  

Dezembro NV-GII RV RV RV     NV-GII 
RV  

NV-GII 

NV-GII  

HuAdV 
 

Janeiro  HuAdV RV   HuAdV HuAdV HuAdV     

Fevereiro  HuAdV    
RV 

 HuAdV 
NV-GII  NV-GII  

RV  

NV-GII 
RV 

Março HuAdV   NV-GII HuAdV    HuAdV   HuAdV 

Abril    NV-GII   HuAdV      

Maio    RV  
RV  

HuAdV 
RV RV  HuAdV RV NV-GII 

Junho  NV-GII NV-GII HuAdV  
RV  

NV-GII 
RV  RV NV-GII 

RV  

NV-GII 

RV  

HuAdV 

Julho  HuAdV NV-GII  NV-GII  
RV  

HuAdV 
HuAdV  NV-GII   
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5.3.3.1. Correlação entre detecção de RV-A e NV-GII e parâmetros 

microbiológicos nas amostras provenientes da Lagoa 

Rodrigo de Freitas  

 

A correlação entre a detecção viral e os parâmetros microbiológicos (E.coli e 

HuAdV), foram determinadas somente nas amostras provenientes da Lagoa Rodrigo 

de Freitas, em função do maior número de amostras obtidas neste ecossitema, 

objeto de estudo deste trabalho.  

A Figura 5.6 apresenta o percentual de detecção viral de acordo com a 

caracterização da água como próprias (n=114) e impróprias (n=6), segundo as 

Resoluções CONAMA 274 de 29 de Novembro de 2000 e 357 de 17 de Março de 

2005. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.6. Detecção de rotavirus-A (RV-A), norovirus genogrupo II (NV-GII) e 

adenovirus humano (HuAdV) em amostras provenientes da Lagoa Rodrigo de 

Freitas de acordo com a caracterização da água como própria (n=114; 

<2000NMP/100mL) e imprópria (n=6; >2000NMP/100mL), segundo as 

Resoluções CONAMA 274, de 29 de Novembro de 2000, e 357, de 17 de Março 

de 2005.  
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Os resultados da análise estatística demonstraram que não houve uma 

associação entre presença/ausência de RV-A e NV-GII com a classificação da água, 

segundo a análise do parâmetro E.coli (RV-A - p>0,1; NV-GII - p>0,9).  

Em relação à detecção de HuAdV, a análise destes resultados demonstrou  

uma distribuição não homogênea entre positivos e negativos para HuAdV com a 

classificação da água segundo a análise do parâmetro E.coli (p<0,01), entretanto 

não se pode afirmar que há uma relação positiva entre valores elevados de E.coli e 

detecção viral.    

Em relação à correlação da presença de HuAdV e RV-A e NV-GII analisados 

individualmente, foi observado uma distribuição não homogênea entre positivos e 

negativos entre eles (p<0,01), entretanto não pode ser afirmada uma correlação 

positiva entre detecção de HuAdV e RV-A e NV-GII.  Em 43% (43/100) das amostras 

negativas para HuAdV observou-se  a presença de RV-A e/ou NV-GII (Tabela 5.6).  

 

Tabela 5.6.  Detecção de rotavírus grupo A (RV-A), norovírus genogrupo II (NV-

GII) e adenovírus humano (HuAdV) nas 120 amostras provenientes da Lagoa 

Rodrigo de Freitas.  

Vírus 
RV-A e NV-GII        

(-) 

RV-A       

(+) 

 NV-GII 

(+)         
RV-A + NV-GII 

HuAdV (+) 15 5 0 0 

HuAdV (-)  57 22 18 3 

Total 72 27 18 3 

 

 

5.4. Parâmetros físico-químicos 

 

A tabela 5.7 apresenta os valores médios ± desvio padrão, valores mínimo e 

máximo de salinidade (%), temperatura (°C), pH, cloro livre (mg/L) e turbidez (UNT), 

obtidos nos 12 pontos de coleta durante os 12 meses de estudo.  
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Tabela 5.7. Análise univariada dos parâmetros físico-químicos mensurados por ponto de coleta na Lagoa Rodrigo de Freitas, RJ, no 

período de Agosto de 2007 a Julho de 2008. 

 

Parâmetro 

Pontos de Coleta 

Curva do 
Calombo 

Baixo 
Bebê 

Sede 
Náutica do 
Vasco da 

Gama 

Clube 
Naval 

Parque 
dos 

Patins 

Sede 
Náutica do 
Flamengo 

Jardim de 
Alah 

Clube 
Caiçaras 

Central Pedalinhos 
Rio dos 
Macacos 

Praia do 
Leblon 

Salinidade 
(%) 

1,04±0,40 1,00±0,36 1,00±0,37 0,96±0,40 1,01±0,35 1,04±0,40 0,98±0,39 1,02±0,39 1,04±0,40 1,02±0,39 0,30±0,23 3,45±0,25 

(0,69-1,77) (0,69-1,73) (0,70-1,74) (0,46-1,79) (0,70-1,73) (0,69-1,79) (0,62-1,76) (0,70-1,80) (0,69-1,77) (0,69-1,80) (0,01-0,89) (2,72-3,71) 

Temperatura 
(ºC) 

26,83±2,28 26,83±2,44 26,91±2,67 27,00±2,55 27,00±2,66 27,16±2,79 
27,08±2,81 
(23,0-32,0) 

27,00±2,89 26,58±2,74 26,91±2,96 25,58±2,23 24,66±1,72 

(23,0-30,0) (23,0-30,0) (23,0-30,0) (23,0-31,0) (23,0-30,0) (23,0-31,0) (23,0-31,0) (23,0-30,0) (23,0-31,0) (23,0-29,0) (22,0-27,0) 

pH 
8,66±0,98 8,50±0,79 8,66±0,77 8,41±0,79 8,16±0,38 8,41±0,66 8,25±0,62 8,50±0,67 8,33±0,65 8,33±0,77 7,41±1,08 8,00±0,85 

(7,0-11,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (8,0-9,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (5,0-9,0) (6,0-9,0) 

Cloro (mg/L) 
0,15±0,17 0,09±0,07 0,16±0,14 0,26±0,15 0,23±0,13 0,19±0,18 0,11±0,15 0,10±0,14 0,12±0,10 0,08±0,11 0,00±0,00 0,08±0,15 

(0,0-0,6) (0,0-0,3) (0,0-0,4) (0,0-0,5) (0,0-0,5) (0,0-0,6) (0,0-0,4) (0,0-0,5) (0,0-0,3) (0,0-0,3) (0,0-0,0) (0,0-0,5) 

Turbidez 
(UNT) 

21,25±9,28 16,91±3,96 19,83±4,73 17,08±3,91 20,75±8,65 16,16±5,40 17,50±4,31 16,58±4,16 19,25±5,78 17,25±4,09 14,08±6,66 8,83±7,51 

(6,00-43,00) 
(7,00-
21,00) (10,00-21,00) (9,00-25,00) 

(10,00-
41,00) (8,00-28,00) (9,00-28,00) (8,00-21,00) 

(9,00-
31,00) (10,00-24,00) 

(7,00-
27,00) 

(0,00-
24,00) 
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A figura 5.7 apresenta a média dos valores obtidos dos parâmetros físico-

químicos para cada uma das matrizes aquáticas analisadas. Os resultados obtidos 

para o parâmetro salinidade confirmaram as características das matrizes estudadas 

como: Lagoa Rodrigo de Freitas – água salobra, Rio dos Macacos - água doce e 

Praia do Leblon – água salina. Os valores obtidos para o parâmetro temperatura não 

apresentaram grandes variações nas diferentes matrizes analisadas.   

Os valores estabelecidos pela legislação vigente para balneabilidade para o 

parâmetro pH são de 6,0 a 9,0 para água doce de classe 2 e 6,5 a 8,5 para água 

salina classe 1 e salobra classe especial. Para água doce, observou-se que os 

valores encontrados estão de acordo com o exigido. Na água salina as amostras 

referentes aos meses de Agosto a Dezembro de 2007 apresentaram-se acima do 

estipulado (pH 8,55 a 8,79) e na água salobra 61 amostras apresentaram-se com 

valores acima do estipulado pela legislação (pH 8,52 a 9,22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.7. Média dos valores dos parâmetros físico-químicos obtidos para as 

matrizes aquáticas analisadas: Rio dos Macacos – água doce, Lagoa Rodrigo 

de Freitas – água salobra e Praia do Leblon – água salina.  
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Os valores de cloro e turbidez apresentaram maior oscilação entre as matrizes. 

Para cloro, os maiores valores foram observados nos pontos referentes a sedes de 

clubes e residências, que recebem abastecimento de águas cloradas (Figura 5.8). 

 

 

Figura 5.8. Variação de cloro (mg/L) na água Lagoa Rodrigo de Freitas, no Rio 

dos Macacos e na Praia do Leblon, no período de Agosto de 2007 a Julho de 

2008. 

 

No parâmetro turbidez, as oscilações ocorreram em todos os pontos e 

mensalmente durante as coletas (Figura 5.9), com maiores valores obtidos nos 

pontos do entorno da Lagoa e menores valores no ponto Praia do Leblon. Os 

valores estabelecidos pela legislação vigente para o parâmetro turbidez são de até 

100UNT para água doce de classe 2 e materiais flutuantes e substâncias que 

produzem cor, odor e turbidez: virtualmente ausentes para água salina classe 1 e 

salobra classe especial. Os valores obtidos no estudo encontram-se de acordo com 

a legislação vigente para todos os tipos de água estudados. 
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Figura 5.9. Variação de turbidez (UNT) na água da Lagoa Rodrigo de Freitas, no 

Rio dos Macacos e na Praia do Leblon, no período de Agosto de 2007 a Julho de 

2008. 

 

 

5.4.1. Correlação entre detecção de RV-A e NV-GII e parâmetros físico-

químicos nas amostras provenientes da Lagoa Rodrigo de 

Freitas  

 

A análise estatística para o parâmetro salinidade desmonstrou uma distribuição 

homogênea em relação à presença RV-A (p>0,05) e NV-GII (p>0,09) nas amostras 

de água provenientes da Lagoa Rodrigo de Freitas, indicando não correlação entre 

eles. 

Em relação ao parâmetro temperatura, observou-se que os maiores valores 

obtidos correspondem aos meses Outubro e Dezembro de 2007 e Fevereiro e Março 

de 2008. Para este parâmetro não foi observada correlação com a detecção de RV-

A (p>0,38) e NV-GII (p>0,50). 

RV-A e NV-GII foram detectados em 33% (20/61) e 18% (11/61) das amostras 

salobras que apresentaram pH acima do valor estipulado pela legislação vigente, 

respectivamente. Para RV-A, foi demonstrada uma distribuição homogênea de 

positivos entre as classes (p>0,1), indicando uma não correlação entre estes 

parâmetros. Para NV-GII, não houve distribuição homogênea de positivos entre as 
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classes de pH (p<0,01), entretanto não foi possível afirmar uma correlação positiva 

ou negativa entre aumento/diminuição de pH e detecção viral.  

Em relação ao parâmetro cloro, não foi observada correlação com a detecção 

de RV-A (p>0,10) e NV-GII (p>0,60).  

Para o parâmetro turbidez, foi observada uma distribuição não homogênea de 

positivos para RV-A entre as classes (p<0,05), entretanto não foi possível afirmar 

uma correlação positiva entre aumento/diminuição de turbidez e detecção viral. Para 

NV-GII foi demonstrada uma distribuição homogênea de positivos entre as classes, 

indicando uma não correlação entre estes (p>0,05). 
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6. DISCUSSÃO  

 

O uso da água para fins recreativos suscita uma série de riscos para a saúde, 

que dependem de diversos fatores, como a natureza do perigo, a característica do 

corpo d´água e o estado imunológico do usuário. Embora evidências obtidas a partir 

de estudos epidemiológicos e relatórios de surtos tenham demonstrado uma relação 

entre os efeitos adversos à saúde e a imersão em água de recreação de má 

qualidade, as dificuldades associadas à atribuição de uma infecção em função do 

contato com a água são numerosas (Pond, 2005).  

A associação de metodologias de concentração e detecção molecular tem 

permitido o esclarecimento de surtos de doenças de veiculação hídrica, assim como 

a avaliação de contaminação viral em diferentes ecossistemas aquáticos (La Rosa et 

al, 2007; Miagostovich et al, 2008; Wong et al, 2009).  

Muitas águas utilizadas na recreação em zonas balneares de todo o mundo 

estão localizadas próximas a zonas urbanas e, portanto, estão sujeitas à 

contaminação por dejetos humanos, sendo, por isto, objeto de monitoramento para 

determinação da qualidade microbiológica da água. A Lagoa Rodrigo de Freitas está 

situada na zona sul da cidade do Rio de Janeiro e, em função da intensa ocupação 

urbana em seu entorno e da falta de infra-estrutura adequada, sofreu com o 

aumento das atividades antropogênicas, como ligações clandestinas de esgoto na 

rede pluvial e lançamentos de esgoto “in natura” diretamente em suas águas. Este 

estudo apresenta resultados pioneiros na detecção de vírus gastroentéricos na 

Lagoa, demonstrando a disseminação destes vírus neste ambiente.   

 

 

6.1. Eficiência do método de concentração, detecção e caracterização de 

RV-A e NV-GII  

 

Um dos desafios da análise de vírus em amostras de água é a recuperação do 

baixo número de partículas virais diluídos em grandes volumes de amostra, o que é 

particularmente importante quando os métodos de concentração viral estão 

associados a técnicas moleculares de deteção (Katayama et al, 2002; Bosch et al, 

2008). 

O percentual de detecção de RV-A e NV-GII demonstrou que a metodologia 
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utilizada neste estudo possibilitou a recuperação destes vírus nas diferentes 

matrizes aquáticas, embora tenham sido observadas baixas taxas de recuperação 

viral, principalmente nas águas provenientes de água salina (Praia do Leblon) e 

doce (Rio dos Macacos). Deve-se ressaltar que o método de concentração utilizando 

membranas carregadas negativamente (Katayama  et al, 2002)  foi originalmente 

descrito para a recuperação de poliovírus em  água marinha e apresentou  taxas de 

recuperação de 38 a 89%.  

Diferentes percentuais de detecção foram obtidos utilizando esta mesma 

metodologia para recuperação de NV (15%) e enterovirus (51%) em águas de rio 

(Furhman et al 2005; Haramoto et al 2009). Furhman e colaboradores (2005) 

demonstraram que concentrações virais mais baixas refletem melhor a realidade de 

concentração de vírus em amostras ambientais, apresentando uma taxa de 

recuperação menor e mais variável, e obtiveram uma recuperação de poliovírus de 

17% para água doce e 12% em água marinha. Rose e colaboradores (2006), por 

sua vez, obtiveram taxas de recuperação em água marinha de 71% para poliovírus e 

12% para vírus da hepatite A (HAV).  

Em relação especificamente a detecção de NV, Victoria e colaboradores (2009) 

demonstraram uma taxa de recuperação de 9,1% e 4,9% para água doce e marinha, 

respectivamente, utilizando a mesma concentração de MgCl2 utilizada neste estudo. 

Não há estudos avaliando o percentual de recuperação de RV-A em diferentes 

matrizes aquáticas, assim como não há relatos na literatura da utilização desta 

metodologia em água salobra. 

Diversos fatores podem influenciar nas diferentes etapas do processo de 

concentração viral em amostras de águas. Substâncias químicas orgânicas e 

inorgânicas como RNAses, polissacarídeos, ácido húmico e tânicos, metais 

pesados, íons metálicos (como ferro e alumínio) presentes em diferentes tipos de 

água  têm sido descritos como importantes fatores de inibição de detecção viral 

(Shieh et al, 1995; Ijzerman et al, 1997; Wilson, 1997).  

O extrato de carne utilizado como eluente em diferentes métodos de 

concentração viral tem sido descrito como um fator importante de inibição nas 

reações moleculares de detecção viral (Abbaszadegan et al, 1993; Schwab et al, 

1995; Katayama et al, 2002; Fong & Lipp, 2005; Albinana-Gimenez et al, 2006). Em 

contrapartida, a eluição dos vírus em soluções inorgânicas tem sido descrita como 

não inibitória nas reações de amplificação genômica, resultando no aumento de 
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trabalhos que utilizam esta metodologia para detecção de NV, RV, enterovírus, 

astrovírus (AstV) e HAV em diferentes matrizes aquáticas, tais como água de rio, 

mar, esgoto bruto e tratado e água de consumo (Rose et al, 2006; de Paula et al, 

2007; Guimarães et al, 2008; Miagostovich et al, 2008; Victoria et al, 2010). 

As interações eletrostáticas e hidrofóbicas geradas entre os vírus e as 

membranas na presença de cátions multivalentes também podem influenciar a 

eluição dos vírus destas matrizes (Haramoto et al, 2007; Hamza et al, 2009). Com o 

intuito de reduzir a inibição das reações de amplificação genômica, medidas como a 

diluição das amostras são recomendadas (Albinana-Gimenez et al, 2006; Hamza et 

al, 2009). Neste estudo, a diluição do RNA extraído a 10-1 não influenciou no 

percentual de detecção viral (dados não demonstrados).  

Metodologias moleculares de detecção genômica não fornecem informações 

sobre a infecciosidade da partícula viral, podendo detectar genomas provenientes de 

partículas infecciosas e/ou derivados de vírus inativados ou defectivos (Gassilloud et 

al, 2003; Haramoto et al, 2007; Hamza et al, 2009). Entretanto, a baixa estabilidade 

do RNA livre no ambiente sugere que estas metodologias detectem partículas virais 

intactas e não o genoma viral livre da partícula, apesar de o mesmo poder ser 

detectado mesmo quando os vírus estão inativados por desinfecção química, calor 

ou proteases presentes na água (Meleg et al, 2006; Carducci et al, 2008).  Haramoto 

e colaboradores (2007) demonstraram que o método de concentração aplicado 

nesta dissertação concentra partículas virais completas preferencialmente a 

genomas virais livres no ambiente, indicando uma possível infecciosidade destes 

vírus. Espinosa e colaboradores (2008) sugeriram que a detecção do genoma viral 

pode ser um indicador adequado para a contaminação de águas superficiais, uma 

vez que encontrou uma correlação entre infecciosidade e detecção do genoma viral. 

O percentual de vírus gastroentéricos encontrado no Rio dos Macacos (41,7%), 

que desemboca na Lagoa, demonstra que estas águas podem ser uma fonte de 

contaminação da Lagoa Rodrigo de Freitas. A investigação de RV-A e NV em águas 

fluviais realizada em diferentes países, tais como: Brasil, Alemanha, Tailândia e 

Venezula, têm demonstrado diferentes níveis de contaminação deste ecossistema, 

com percentuais variando de 20 a 90% e 5,8 a 72% para RV-A e NV, 

respectivamente (Pusch et al, 2005; Miagostovich et al, 2008; Hamza et al, 2009; 

Rodrigués-Diaz et al, 2009;  Rutjes et al, 2009). Até momento não há relatos na 

literatura referentes à detecção de RV e NV em lagoas de água salobra. Entretanto, 
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estudos em amostras de água de estuários apresentaram detecção de 8,3% e 70% 

de NV (Gentry et al, 2009; Hernandez-Morga et al, 2009).  

A detecção de RV-A e/ou NV-GII na Praia do Leblon (33,3%) revelou a 

disseminação destes vírus nesta matriz aquática.  Recentemente, diferentes grupos 

detectaram RV-A (9%), NV-GI (27%) e HuAdV (14%) em praias de Indiana, Lisboa e 

Barcelona, respectivamente, caracterizando a contaminação viral neste ecossistema 

(Calga et al, 2008; Wong et al, 2009; Silva et al, 2010). Vale lembrar, que os 

percentuais de detecção destes vírus nas diferentes matrizes aquáticas são 

influenciados não apenas pelo nível de contaminação viral, como também pelos 

diferentes métodos de recuperação e detecção utilizados. 

Para detecção e quantificação de RV-A e NV, foram utilizados protocolos de 

RT-PCR cujos iniciadores foram desenhados para amplificar regiões conservadas do 

genoma, de modo a aumentar a possibilidade de detecção de um maior número de 

genótipos. Para os RV-A, o qPCR (NSP3) apresentou melhores resultados quando 

comparado com o cPCR (VP6), apesar de não haver diferença estatisticamente 

significativa. Estes resultados corroboram com estudos que apontam esta 

metodologia como mais sensível para detecção viral (Mackay et al, 2002; Pang et al, 

2004). Em adição, o segmento que codifica para a proteína NSP3 é descrito como 

mais conservado que codificador para a VP6 (Matthijnssens et al, 2008). Entretanto, 

o protocolo de amplificação da VP6 foi previamente descrito como mais sensível 

para a detecção de RV-A em amostras ambientais, principalmente quando 

comparado a detecção e caracterização pela amplificação dos genes que codificam 

as proteínas VP4 e VP7 (Ferreira et al, 2009). Neste estudo, os protocolos de VP4 e 

VP7 apresentaram resultados insatisfatórios e somente uma amostra foi 

caracterizada como P4, genótipo descrito como mais prevalente atualmente, 

corroborando a sensibilidade do método de detecção de VP6 para amostras 

ambientais (Fereira et al, 2009). A baixa detecção de RV-A por estes protocolos 

pode ter ocorrido em função da alta variabilidade destes vírus ou em função das 

próprias condições de amplificação da PCR, geradas em função da necessidade de 

amplificar fragmentos de 876pb (VP4) e 904pb (VP7).  

Um novo protocolo de amplificação para VP6 utilizando iniciadores internos 

(nested-PCR) foi descrito por Galimore e colaboradores (2006), demonstrando um  

aumento de sensibilidade de detecção de RV-A em amostras ambientais 

(superfícies). Nesta dissertação, 25% (5/20) das amostras positivas pelo qPCR e 
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negativas pelo cPCR apresentaram  positividade quando este protocolo foi utilizado 

(dados não demostrados). 

A caracterização molecular dos RV-A demonstrou a circulação de amostras do 

subgrupo I e I2 de origem humana, segundo nova classificação proposta por 

Matthijnssens e colaboradores (2008). As sequências nucleotídicas obtidas 

apresentaram 99% de identidade nucleotídica com sequências de VP6 de amostras 

G2P4 (dados não demonstrados).  Os RV-A do SG I e I2, humanos e bovinos, são 

descritos como associados ao genótipo G2P4, enquanto SGII e I1, suínas e 

humanas, estão associados a G1P8 (Iturriza-Gómara et al, 2002; Lin et al, 2008; 

Matthijnssens et al, 2008).  No Brasil, este genótipo vem sendo detectado em 

elevado percentual em amostras clínicas e tem se apresentado como o mais 

predominante em amostras de populações vacinadas (Okitsu-Negishi et al, 2004; 

Santos & Hoshino, 2005; Gurgel et al, 2007; Leite et al, 2008; Ribeiro et al, 2008). 

No estado do Rio de Janeiro, segundo levantamento do Laboratório de Virologia 

Comparada e Ambiental, referência em Rotaviroses, os RV-A do genótipo G2P4 

foram detectados em 57% e 75% das amostras clínicas estudadas nos anos de 

2007 e 2008, respectivamente.  O percentual de identidade nucleotídica observado 

entre os RV-A detectados em amostras provenientes da Lagoa e de especimens 

clínicos de casos de gastroenterite aguda ocorridos na cidade do Rio de Janeiro 

demonstra como a abordagem ambiental pode fornecer dados sobre a circulação de 

um determinado vírus na população.  

Para detecção de NV, a aplicação de técnicas moleculares vem sendo 

amplamente utilizada, uma vez que estes vírus não dispõem de cultura celular e 

modelos animais para sua replicação (Duizer et al, 2004b). Neste estudo observou-

se diferença estatisticamente significativa entre as metodologias de 

detecção/quantificação utilizadas. Ao contrário do esperado, a semi-nested PCR foi 

a metodologia que apresentou maior sensibilidade. Em estudo anterior realizado 

com amostras ambientais, Victoria e colaboradores (2010) demonstraram que a 

utilização deste mesmo protocolo de qPCR duplicou o número de amostras quando 

comparadas a semi-nested PCR. Bastien e colaboradores (2008) relacionam uma 

série de condições de reações e possíveis fatores que tornam o qPCR menos 

sensível que o cPCR, como o método de extração do ácido nucléico. A aplicação do 

método de isotiocianto de guanidina/sílica descrito por Boom e colaboradores (1990) 
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em 36 amostras obtidas neste estudo demonstrou um aumento de detecção de 8,3% 

para NV (dados não demonstrados).  

Apenas NVs pertencentes ao genogrupo II foram detectados, corroborando 

com estudos clínicos e ambientais que apontam maior circulação deste genogrupo 

no Brasil e no mundo (Fankhauser et al, 2002; Froggat et al, 2004; Bon et al, 2005; 

Okada et al, 2005; Vidal et al, 2005; Colomba et al, 2006; Ike et al, 2006; Victoria et 

al, 2010).  

Descrita como a região mais variável da ORF-2, a região D foi utilizada para 

caracterização molecular dos NV em função de apresentar regiões com percentual 

de homologia que possibilitam a distinção entre genogrupos e genótipos (Vinjé et al, 

2004). Dentre as 27 amostras positivas, apenas 10 foram positivas para a região D, 

sendo que os cromatogramas gerados não permitiram a construção de um 

dendograma. A grande quantidade de materiais inespecíficos e inibidores presentes 

nos concentrados de água, a baixa concentração de produtos gerados nos ciclos de 

amplificação e a não hibridação dos iniciadores com as sequências alvo devido à 

alta variabilidade genética desta região podem ser responsáveis pelos resultados 

negativos encontrados e pela baixa qualidade das sequências nucleotídicas obtidas.  

Mattison e colaboradores (2009) demonstraram que a região D apresentou um 

percentual de genotipagem (52%) inferior ao obtido pela região C (78%), situada no 

início da ORF-2 e também utilizada para genotipagem dos NV (Kojima et al, 2002), 

recomendando a utilização de protocolos de genotipagem pela região C nas rotinas 

dos laboratórios e pela região D quando for necessária a identificação de novas 

cepas GII.4 circulantes.  

 

6.2. Correlação entre detecção de RV-A e NV-GII e parâmetros 

microbiológicos 

  

6.2.1. E.coli 

 

Os resultados obtidos na determinação de  E.coli demonstraram que 87,5% 

das amostras estudadas encontravam-se dentro dos padrões de balneabilidade 

estabelecidos pela  legislação vigente. Os pontos do Rio dos Macacos e Jardim de 

Alah  apresentaram índices mais elevados de contaminação para este parâmetro. 

Vale lembrar que estes dois ambientes influenciam diretamente a qualidade da água 
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da Lagoa, o primeiro pelo aporte  de água doce e  carga orgânica contribuindo com 

a degradação do ecossistema lagunar e o segundo pela realização do balanço 

hídrico com o mar.    

Indicadores bacterianos de contaminação fecal são utilizados rotineiramente 

para avaliar a qualidade microbiológica da água. Entretanto, a capacidade desses 

microrganismos de refletir a ocorrência e concentração virais e os potenciais riscos 

para a saúde humana vêm sendo questionada (Rajal et al, 2007; Silva et al, 2010), 

dados corroborados neste trabalho pela ausência de correlação entre detecção de 

RV-A e NV-GII e valores de E.coli acima do estabelecido pela legislação vigente.  

A presença de vírus no ambiente é um indicador de poluição fecal que 

representa um risco potencial para a população exposta, uma vez que tais agentes 

não constituem a microbiota gastrointestinal normal, e só são excretados por 

indivíduos infectados (Abad et al, 1997). Desta forma, atribuir segurança em termos 

sanitários para águas de recreação, quando as bactérias indicadoras estão dentro 

dos padrões considerados satisfatórios, é admitir ou aceitar uma falha, com sério 

potencial de risco para a saúde, uma vez que a presença de vírus não pode ser 

descartada. 

 

 

6.2.2. Adenovírus humano (HuAdV) 

 

Alguns estudos têm sugerido os HuAdV como indicadores virais de 

contaminação fecal humana em função de sua disseminação no ambiente, 

estabilidade em esgotos domésticos e amostras ambientais e resistência aos 

processos de tratamento de água e esgoto (Puig et al, 1994; van Heerden et al, 

2003; Pusch et al, 2005; Boffil-Mas et al, 2006).  

O percentual de detecção de HuAdV obtido neste estudo foi inferior aos 

percentuais encontrados para RV e NV, corroborando dados obtidos por outros 

trabalhos (Pusch et al, 2005; Miagostovich et al, 2008). Por outro lado, Prado e 

colaboradores (submetido) demonstraram alto percentual de detecção de HuAdV 

(71%  e 85%) em amostras obtidas no afluente de duas estações de tratamento de 

esgoto, onde foram detectados  RV-A (50%-95%), HAV (28%-70%), NV-GII (28%-

45%) e NV-GI (7%-10%).  

No presente estudo, foi estatisticamente observada uma distribuição não 
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homogênea de amostras positivas e negativas para HuAdV e RV-A e NV-GII e 

E.coli, porém não pôde ser afirmada a associação entre eles. Em adição, a detecção 

de RV-A e NV-GII em amostras negativas para HuAdV, o fato de apenas 5% (6/120) 

das amostras encontrarem-se fora do padrão vigente para E.coli e o pequeno 

número amostral do trabalho, que interferem na análises estatísticas, devem ser 

considerados e apontam, então, a necessidade de novos estudos de HuAdV como 

marcadores virais de contaminação ambiental. 

 

 

6.3. Correlação entre detecção de RV-A e NV-GII e parâmetros físico-

químicos 

  

O risco de transmissão de doenças virais por veiculação hídrica depende da 

capacidade dos vírus de se manterem infecciosos por um determinado período de 

tempo até que entrem em contato com um hospedeiro suscetível. Nesse contexto, é 

fundamental a realização de estudos que determinem os fatores ambientais e os 

efeitos que estes exercem na persistência de partículas virais em diferentes tipos de 

água, de modo a se avaliar o potencial risco à saúde pública associado ao uso da 

água (Ward et al, 1986; Espinosa et al, 2008).  

Dentre os fatores que podem influenciar a inativação e resistência dos vírus em 

ambientes aquáticos estão o pH, a turbidez e exposição a luz, a temperatura e o 

cloro, além de outras substâncias presentes no meio, como enzimas bacterianas,  

proteases e RNAses (Ward et al, 1986; Carter, 2005; Fong & Lipp, 2005). Espinosa 

e colaboradores (2008) demonstraram a redução da infecciosidade de RV em 

amostras de água subterrânea e superficial resultante não somente das condições 

de incubação, como também pela ação de componentes presentes em ambos os 

tipos de água.  

A salinidade foi descrita como um fator que não exerce efeito direto na 

resistência dos vírus no ambiente (Gantzer et al, 1998), assim como observado 

neste estudo.  

Em relação ao parâmetro pH, a avaliação estatística indicou uma possível 

associação entre detecção de NV-GII e pH fora do padrão vigente pela legislação, 

entretanto esta mesma correlação não foi detectada para RV-A. Pancorbo e 

colaboradores (1987), correlacionaram positivamente valores elevados de pH e 
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redução de título de RV-A, uma vez que um pH elevado influenciaria a agregação 

viral e, consequentemente, a susceptibilidade destes agente a outros fatores 

virucidas presentes na água. Estudos desenvolvidos sobre inativação de calicivírus 

demonstraram que a exposição de NV a pH 2,7 por 3h não foi suficiente para 

inativá-lo completamente (Dolin et al, 1972). Além disso, estes vírus foram 

detectados em amostras de pH 2, 3, 10 e 12 (Duizer et al, 2004a) e, em amostras 

ambientais, foram detectados em pH 4,5 e 7,0 (Podewils et al, 2007; Miagostovich et 

al, 2008).  

A turbidez de uma amostra é definida como o grau de atenuação de 

intensidade que um feixe de luz sofre ao atravessá-la. As principais causas da 

turbidez da água são a presença de matérias sólidas em suspensão, organismos 

microscópicos e algas (Couto, 2010). Os elevados valores de turbidez encontrados 

nos pontos da Lagoa e do Rio dos Macacos revelam uma elevada presença de 

partículas nestas matrizes, possivelmente em função do lançamento de esgotos 

nesses ambientes, o que não foi observado no ponto da Praia do Leblon, 

provavelmente pela maior diluição destas partículas. A adsorção dos vírus a 

materiais particulados resulta em maior proteção a fatores de inativação, tais como 

raios UV, enzimas e a outros fatores degradantes presentes na água (Gantzer et al, 

1998; Rzezutka & Cook, 2004). Neste estudo, observou-se uma distribuição não 

homogênea de RV-A e homogênea de NV nas classes de turbidez estudadas, 

porém não pôde ser afirmada detecção de RV-A em valores mais elevados. Em 

amostras ambientais, RV-A e NV foram detectados em diversas matrizes aquáticas 

com valores de turbidez baixos, como água potável, praias e piscinas, e elevados, 

como águas contaminadas por esgotos e esgotos domésticos (Lodder et al, 1999; 

Hafliger et al, 2000; John & Rose, 2005; Podewils et al, 2007; Miagostovich et al, 

2008; Ferreira et al, 2009; Hamza et al, 2009; Rutjes et al, 2009; Wong et al, 2009; 

Victoria et al, 2010).  

Os vírus são descritos como capazes de resistir por meses ou anos à 

temperaturas reduzidas e a temperatura ambiente e, mesmo que as taxas de 

inativação diminuam com a redução da temperatura, valores acima de 16ºC 

causaram uma rápida perda de infecciosidade de RV-A em amostras de água doce 

(Ward et al, 1986; Carter, 2005). Uma maior redução de infecciosidade viral em 

diferentes tipos água foi correlacionada à temperaturas elevadas, que podem 

danificar o material genético e o capsídeo viral, o que pode afetar a adsorção do 
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vírus em seu hospedeiro, e inativar enzimas requeridas para a replicação (Fong & 

Lipp, 2005; John & Rose, 2005). Entretanto, apesar de terem sido observadas 

temperaturas acima da ambiente, e até 30ºC em determinadas coletas, não se 

observou associação entre os valores obtidos e a detecção viral. 

A cloração é uma prática economicamente viável e muito utilizada para 

desinfecção da água para abastecimento humano. Entretanto, a tolerância viral a 

este processo de tratamento foi descrita (Payment, 1999; Espinosa et al, 2008). 

Keswick e colaboradores (1985) demonstraram que os NV são inativados na 

concentração de 10mg/L de cloro, enquanto os RV-A a 3,75 mg/L (Carter, 2005), o 

que indica claramente resistência à cloração. Neste estudo, foi demonstrada uma 

não correlação entre os valores de cloro e detecção de RV e NV, sendo todos os 

vírus detectados em águas com níveis de cloro inferiores a 0,6 mg/L.  

Os resultados gerais obtidos nesta dissertação indicam que os ambientes 

estudados recebem contaminação por dejetos e são reservatórios de RV-A e NV-

GII. Entretanto, podem estar subestimados em função da baixa recuperação do 

método, pelo fato de os esgotos domésticos serem lançados abaixo da lâmina 

d´água e pela grande quantidade de lodo na Lagoa, onde estes vírus podem estar 

agregados.  

Vale a pena ressaltar que o programa de despoluição estabelecido na Lagoa 

Rodrigo de Freitas vem gerando melhora na qualidade das suas águas, entretanto, 

apenas em nível físico-químico e bacteriológico, uma vez que a presença de vírus 

em 40% (48/120) das amostras evidencia uma contaminação por esgoto doméstico, 

cujo risco de infecção humana deve ser avaliado. Desta forma, os dados deste 

estudo apontam para a necessidade de se estabelecer um protocolo de 

monitoramento de contaminação viral neste ecossistema para se atribuir segurança 

em termos sanitários a estas águas. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 O método de concentração utilizado permitiu a detecção de RV-A e NV-GII nos 

diferentes tipos de matrizes aquáticas utilizadas, apresentando maior eficiência de 

recuperação viral em água salobra, doce e salina, nesta ordem; 

 

 A associação dos métodos de detecção qualitativa e quantitativa (cPCR e qPCR) 

demonstrou a presença de RV-A e NV-GII em 24,3% e 18,8% das amostras de 

água coletadas, respectivamente;  

 

 A comparação dos métodos de detecção qualitativo e quantitativo demonstrou 

que estas metodologias devem ser avaliadas para cada vírus investigado, por 

apresentarem diferentes percentuais de detecção; 

 

 RV-A e/ou NV-GII foram detectados em 40% (48/120), 41,7% (5/12) e 33,3% 

(4/12) nas amostras provenientes da Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio dos Macacos 

e Praia do Leblon, respectivamente, demonstrando a disseminação em todos os 

ambientes estudados;  

 

 As quantificações virais variaram de 3,34 a 4680 e 1,57 a 26,5 cg/100mL para 

RV-A e NV-GII, respectivamente. 

 

 Os RV-A SGI/I2 e os NV-GII detectados corroboram com dados que os apontam 

como os mais prevalentes na população;  

 

 A avaliação microbiológica (E.coli) das amostras caracterizou 87,5% (126/144) 

das amostras como próprias conforme estabelecido pela legislação vigente; 

 

 A detecção de E.coli dentro dos padrões aceitos para água de recreação não 

significou a ausência de RV-A e NV-GII e a ausência de correlação entre estes 

comprovou que os padrões bacterianos de qualidade não são suficientes para 

determinar a qualidade virológica da água; 

 

 Os HuAdV foram detectados em amostras cujos valores de E.coli encontraram-se 

acima dos estabelecidos pela legislação vigente e foi observada uma distribuição 
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não homogênea entre positivos e negativos para HuAdV com a classificação da 

água, porém não pode ser afirmada uma correlação positiva entre valores 

elevados de E.coli e detecção viral; 

 

 Embora tenha sido observada uma distribuição não homogênea entre amostras 

positivas e negativas para HuAdV e RV-A e NV-GII, não se pôde determinar uma 

correlação positiva entre eles. A detecção de RV-A e/ou NV-GII em 43% da 

amostras negativas para HuAdV apontam a necessidade de novos estudos para 

se determinar o HuAdV como marcador viral de contaminação; 

 

 A análise estatística dos parâmetos físico-quimicos demonstrou uma 

heterogeneidade na distribuição de amostras de RV-A apenas com o parâmetro 

turbidez, porém não pode ser afirmada uma correlação positiva entre eles; 

 

 Em relação aos NV-GII, a análise estatística dos parâmetos físico-quimicos 

demonstrou uma heterogeneidade na distribuição de amostras NV-GII apenas 

com o parâmetro pH, porém não pode ser afirmada uma relação positiva entre 

eles; 

 

 Os resultados obtidos neste estudo enfatizam a necessidade do estabelecimento 

de parâmetros virais para a avaliação da qualidade da água e a necessidade de 

se disponibilizar protocolos de detecção viral que auxiliem para a adoção de 

medidas de controle de contaminação ambiental pelas autoridades Municipal e 

Estadual. 
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8. PERSPECTIVAS 

 

 Realizar o sequenciamento parcial das amostras positivas para NV. 

 

 Utilizar cultura de células para determinação de infecciosidade de RV-A das 

amostras. 

 

 Dar continuidade ao estudo de contaminação viral em ambientes aquáticos, 

aplicando os dados obtidos para caracterizar e quantificar o risco de infecção, 

morbidade e mortalidade à exposição humana na Lagoa Rodrigo de Freitas e 

em outras matrizes aquáticas.  
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