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RESUMO 

 

Os vírus entéricos eliminados pelas fezes de indivíduos infectados se dispersam nos 

ambientes aquáticos por meio do lançamento de esgoto. Dentre esses vírus os norovírus 

(NoV) são atualmente considerados a principal causa de surtos de gastrenterite mundialmente, 

decorrentes da ingestão de água e alimentos contaminados, como também estão associados a 

hospitalizações. O objetivo dessa pesquisa foi detectar e caracterizar parcialmente os NoV 

humanos (genogrupos I e II) em diferentes tipos de água e esgoto bruto da Região 

Metropolitana de Belém. O estudo envolveu águas superficiais de baía (Ver-o-Peso), rio 

(Porto do Açaí), igarapé (Tucunduba) e dois mananciais (Bolonha e Água Preta), como 

também água tratada (ETA-Bolonha) e esgoto bruto (EEE-UNA), coletadas mensalmente ao 

longo de dois anos. Essas águas e esgoto (2 litros) foram inicialmente concentradas em 

membranas filtrantes obtendo-se um volume final de 2mL. O ácido nucléico foi extraído pelo 

método da sílica e submetido à reação de semi nested RT-PCR (reação em cadeia mediada 

pela Polimerase precedida de transcrição reversa) utilizando iniciadores específicos para NoV 

GI e GII. O cDNA obtido após transcrição reversa foi utilizado para pesquisa de GI/GII 

também por TaqMan® PCR em tempo real. As amostras positivas por ambas as metodologias 

moleculares foram analisadas para a região 5’-terminal da ORF2 por nested (GI) e semi 

nested (GII) com o intuito de obter amplicon para identificação das cepas circulantes, sendo 

posteriormente purificados com uso de kit comercial e submetidos a caracterização molecular 

em sequenciador automático. As sequências obtidas foram editadas, alinhadas e comparadas 

com outras depositadas no banco de genes (GenBank - NCBI) e no site NoV genotyping tool. 

No período de novembro de 2008 a outubro de 2010, 168 amostras de água e esgoto foram 

coletadas e analisadas quanto a presença de NoV, obtendo-se positividade de 33,9% (57/168), 

das quais 21,1% (12/57) foram positivas somente por TaqMan® PCR em tempo real, 19,3% 

(11/57) por semi nested e 59,6% (34/57) por ambas. Considerando as duas metodologias 

utilizadas, nos casos positivos, GI (82,5% -47/57) foi mais frequente do que GII (79,0% - 

45/57). Porém, na maioria das amostras houve coexistência dos dois genogrupos (61,4% - 

35/57), principalmente nas amostras do igarapé Tucunduba e EEE-UNA, considerados os 

locais mais contaminados por NoV. Por outro lado, na ETA-Bolonha esse agente não foi 

encontrado. Das 57 amostras positivas por TaqMan® PCR em tempo real e/ou semi nested 

RT-PCR, 53 foram retestadas para a região 5’-terminal da ORF2, uma vez que quatro 

apresentaram quantidade insuficiente de material que permitisse uma nova análise, assim em 

47,2% (25/53) o genoma de NoV foi detectado, das quais 12% (3/25) pertenciam ao GI, 24% 

(6/25) ao GII e 64% (16/25) para ambos. Os genótipos mais frequentes de GI e GII foram 

respectivamente GI.8 (n=8) e GII.4 (n=12), porém outros genótipos foram observados com 

menor incidência como GII.6 (n=3), GII.9 (n=2), GII.12 (n=1), GII.14 (n=1), GI.1 (n=1) e 

GI.4 (n=2). Devido a baixa qualidade das sequências obtidas oito amostras não puderam ser 

genotipadas para GI e três para GII. Das 96 amostras com concentração de coliformes 

termotolerantes acima do recomendado, 34 (35,4%) também foram positivas para NoV. 

Aumento na condutividade e sólidos totais dissolvidos foi observado nos materiais do Ver-o-

Peso e igarapé Tucunduba, assim como a turbidez foi nitidamente mais elevada nesses locais 

e no Porto do Açaí. No período menos chuvoso (julho a novembro) houve uma tendência no 

aumento da positividade para NoV, e nos meses de maior pluviosidade (dezembro a junho) 

notou-se um decréscimo na incidência desse agente. Os resultados obtidos no presente estudo 

apontam a circulação de NoV GI e GII nos ambientes aquáticos de Belém, revelando a 

degradação que estes corpos hídricos vêm sofrendo como consequência da precariedade ou 

ausência de saneamento na nossa cidade, permitindo a permanência nesses ecossistemas, 

juntamente com seus efluentes, de patógenos causadores de doenças. 

Palavras-chave: Norovírus, genotipagem, água, esgoto, Belém 



 

 
 

ABSTRACT 

 

Enteric viruses excreted in feces from infected individuals dispersed in aquatic environments 

by sewage discharge. Among these viruses, the norovirus (NoV) is actually considered the 

main cause of gastroenteritis outbreaks worldwide, resulting from the ingestion of 

contaminated food and water as well as is also associated with hospitalizations. This research 

aimed to detect and partially characterize the human NoV (GI/GII) in different water matrices 

and in untreated sewage from Metropolitan Region of Belem. The study involved superficial 

waters from bay (Ver-o-Peso), river (Acai’s Port), stream (Tucunduba) and two lakes 

(Bolonha and Agua Preta), as well as treated water (WTP-Bolonha) and untreated sewage 

(SLP-UNA), monthly collected over two years . The water and sewage (2 liters) were initially 

concentrated on filtering membranes to obtain a final volume of 2 mL. The nucleic acid was 

extracted by silica method and submitted to semi nested RT-PCR (reverse transcription 

Polymerase chain reaction) using NoV GI and GII specific primers. The cDNA obtained after 

reverse transcription was also used to investigate the GI/GII by TaqMan® real time PCR. The 

positive samples for both molecular methods were analyzed for 5’end ORF2 by nested (for 

GI) and semi nested (for GII) in order to obtain amplicon for identification of circulating 

strains, being further purified using a commercial kit and submitted to molecular 

characterization in the automated sequencer. The obtained sequences were edited, aligned and 

compared to others available in gene bank (NCBI) and in the site NoV genotyping tool. In the 

period of November 2008 to October 2010, 168 water and sewage samples were collected and 

analyzed for NoV presence, obtaining a positivity of 33.9% (57/168) of which 21.1% (12/57) 

were positive only by TaqMan® real time PCR, 19.3% (11/57) only by semi nested and 

59.6% (34/57) for both. Considering the two methodologies used, in the positive cases GI 

(82.5% - 47/57) was most frequent than GII (79.0% - 45/57). However, in most samples there 

was coexistence of the two genogroups (61.4% - 35/57), mainly in the Tucunduba and SLP-

UNA samples, considered the most NoV contaminated sites. On the other hand, in WTP-

Bolonha this agent was not found. Of 57 positive samples by TaqMan® real time PCR and/or 

semi nested RT-PCR, 53 were retested for 5’end ORF2, since four samples showed 

insufficient quantity of material which allowed a new analyze, so, in 47.2% (25/53) the NoV 

genome was detected, of these 12% (3/25) belonging to GI, 24% (6/25) to GII and 64% 

(16/25) for both. The most frequent GI and GII genotypes were GI.8 (n=8) and GII.4 (n=12), 

respectively, but others genotypes were also observed with lower incidence as GII.6 (n=3), 

GII.9 (n=2), GII.12 (n=1), GII.14 (n=1), GI.1 (n=1) and GI.4 (n=2). Due to low quality of 

sequences obtained, eight samples could not be genotyped for GI and three for GII. Of 96 

samples with concentration of thermotolerant coliforms above the recommended, 34 (35.4%) 

were also NoV positive. Increase on conductivity and total dissolved solids was observed in 

materials from Ver-o-Peso and Tucunduba, as well as the turbidity was notably higher in 

these places and the Acai’s Port. In the less rainy period (July to November) there was a trend 

in positivity increasing for NoV, and in the highest rainfall (December to June) a decrease in 

the incidence of this agent was noted. The results obtained in the present study indicate the 

circulation of NoV GI and GII in aquatic environments in Belem, revealing the degradation 

that these water bodies have suffered, as a result of poverty or lack of sanitation in our city, 

allowing the permanence of pathogens in these ecosystems, along with its effluents. 

Key-words: Norovirus, genotyping, water, sewage, Belém city. 
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ORF Do inglês open reading frame que significa fase de leitura aberta 

PA Para análise 

PCR Reação em cadeia mediada pela Polimerase 



 

 
 

pH Potencial hidrogeniônico 

pb Pares de base 

pmol Picomol 

ppm Partes por milhão 

qPCR PCR quantitativa em tempo real 

RNA Ácido ribonucleico 

rpm Rotação por minuto 

RpRd RNA Polimerase RNA dependente 

RT-PCR Reação em cadeia mediada pela Polimerase precedida de transcrição reversa 

SAMAM Seção de Meio Ambiente do IEC 

SAVIR Seção de Virologia do IEC 

STD Sólidos totais dissolvidos 

UNT Unidades nefelométrica de turbidez 

UV Radiação ultravioleta 

VLPs Do inglês virus-like particles, que significa “partículas semelhantes à vírus” 

xg Gravidade, unidade de aceleração 

g Micrograma 

L Microlitro 

m Micrômetro 

S Micro Siemens 

°C Graus Celsius 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A água é um elemento precioso à permanência da vida no planeta e por isso é alvo 

de muitas preocupações, como o prenúncio de escassez e a manutenção de sua qualidade 

visando o consumo humano. 

A qualidade microbiológica dos ambientes aquáticos utilizados para diversas 

finalidades (consumo humano, recreação, irrigação, etc) vêm sendo ameaçada, sobretudo em 

decorrência do impacto provocado pelo desordenado processo de urbanização e pela descarga 

de efluentes oriundos dos sistemas de saneamento precários, além do escoamento direto para 

as águas superficiais de dejetos provenientes de animais e humanos infectados, 

principalmente por vírus entéricos como rotavírus (RV), norovírus (NoV), sapovírus (SaV), 

astrovírus (AstV), adenovírus (AdV) e enterovírus (EV) (BOSCH, 1998; FONG & LIPP, 

2005; IIZUKA et al., 2010; SILVA et al., 2009; WYN-JONES et al., 2011). 

Recentemente, o surgimento de metodologias para a concentração de partículas 

virais presentes na água permitiu a detecção desses vírus em amostras ambientais. O 

aprimoramento de técnicas moleculares, como a reação em cadeia mediada pela polimerase 

(PCR) com suas diferentes modalidades (nested PCR e PCR quantitativa-qPCR), tem 

estimulado a realização de diversos estudos em virologia ambiental em diferentes países, o 

que vem contribuindo para um conhecimento mais preciso da circulação desses agentes virais 

no ambiente (ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009; KATAYAMA et al., 2002; LA ROSA et 

al., 2010a; PRADO et al., 2011; SILVA et al., 2009; SUFFREDINI et al., 2011; VICTORIA 

et al., 2010a). 

Dentre os vírus entéricos, o NoV assume importância por ser a causa mais comum 

de surtos de gastrenterites, responsável pela ocorrência de pelo menos 80-90% dos mesmos 

em âmbito mundial, acometendo pessoas de todas as faixas etárias. Esse agente também tem 

sido identificado tanto em casos de hospitalizações como em ambulatórios (LE GUYADER et 

al., 2010; VICTORIA et al., 2010a; CENTRO DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE 

DOENÇAS, 2011). 

Os NoV são vírus não envelopados, pertencentes à família Caliciviridae, gênero 

Norovirus, com simetria icosaédrica e possuindo cerca de 26 a 35 nm de diâmetro. Seu 

genoma é constituído de uma fita simples de RNA com polaridade positiva, estando dividido 

em cinco genogrupos, GI a GV, sendo os genogrupos I, II e IV os que infectam humanos 

(GREEN, 2007; CENTRO DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE DOENÇAS, 2011; 

SUFFREDINI et al., 2011).  
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A transmissão do NoV se dá pela via fecal oral, pelo contato pessoa a pessoa, 

aerossóis provenientes de vômitos, fômites e, principalmente, pela ingestão de água e 

alimentos contaminados, como mariscos (ostras e mexilhões) e vegetais crus (CENTRO DE 

CONTROLE E PREVENÇÃO DE DOENÇAS, 2011). 

Estudos conduzidos em diversos países apontaram a presença de NoV em águas 

superficiais, destinadas à recreação e ao consumo humano e efluentes oriundos de esgoto 

tratado e não tratado, evidenciando o grande risco para a saúde humana após o contato com 

esses ambientes (CHEONG et al., 2009; FONG & LIPP, 2005; KOH et al., 2011; VICTORIA 

et al., 2010a; WYN-JONES et al., 2011). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A carência nas condições de saneamento e como consequência a má qualidade da 

água destinada ao consumo são graves problemas de saúde pública, pois estão diretamente 

relacionadas à transmissão de doenças.  

Estudos epidemiológicos já relataram a ocorrência de diversos surtos associados à 

ingestão de água ou alimentos contaminados, sobretudo os relacionados a quadros de 

gastrenterite aguda, os quais representam 4,1% do total das doenças ocorridas em todo o 

mundo, sendo responsáveis por dois a quatro bilhões de episódios e 1,8 milhão de mortes a 

cada ano, principalmente entre menores de cinco anos (BOSCH, 1998; WYN-JONES & 

SELLWOOD, 2001; LECLERC et al., 2002; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 

2004; GILL & HODGES, 2010). 

O Instituto Evandro Chagas (IEC), mais especificamente a Seção de Virologia 

(SAVIR) vem, há mais de 30 anos, pesquisando os principais vírus entéricos como os RV, 

NoV, SaV, AstV e AdV entéricos (sorotipos 40/41) em amostras fecais e os resultados 

obtidos apontam para uma participação efetiva destes vírus nos processos diarreicos 

investigados. No entanto, devido à falta de metodologias para a concentração de partículas 

virais a partir da água não era possível detectar esses agentes neste material, e com isso, 

relacionar sua participação como veiculadora desses patógenos. 

A partir de 2008, iniciou-se no IEC um estudo colaborativo entre a SAVIR e a 

Seção de Meio Ambiente (SAMAM), no qual foram estrategicamente selecionados sete 

pontos de amostragem onde já havia sido realizada uma vigilância ambiental para o Vibrio 

cholerae O1 (SÁ et al., 2007). Na ocasião foi implementada a metodologia de concentração e 

detecção de RV, NoV, AstV, AdV e vírus da Hepatite A em águas e esgoto por PCR 

qualitativa, revelando a circulação desses agentes nas amostras ambientais da Região 

Metropolitana de Belém, Pará (MAESTRI et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2010a, 2010b; 

GURJÃO et al., 2010; SPADA et al., 2011). 

Nos últimos anos as técnicas de nested PCR e qPCR têm sido consideradas 

metodologias importantes para a identificação e quantificação dos NoV, sobretudo em estudos 

ambientais pela capacidade de detectar pequenas quantidades do genoma viral (GREEN et al., 

1998; LA ROSA et al., 2009, LA ROSA et al., 2010a; SUFFREDINI et al., 2011). Além 

disso, ao utilizar a qPCR o risco de contaminação é minimizado, uma vez que os materiais são 

pouco manipulados. 
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Em muitos países, incluindo o Brasil, a avaliação da qualidade da água é realizada 

por meio da quantificação de bactérias, as quais não possuem relação com a presença ou 

ausência de contaminação viral (FONG & LIPP, 2005; TAVARES et al., 2005; BRASIL, 

2011). Para se determinar um bom indicador da qualidade da água algumas características 

como a persistência e a viabilidade do agente infeccioso no meio aquático e a dose requerida 

para estabelecer a infecção em indivíduos suscetíveis devem ser consideradas (LECLERC et 

al., 2002).  

Os vírus entéricos, por exemplo, podem permanecer viáveis por longos períodos 

na água resistindo às condições adversas do ambiente e até aos processos atualmente 

aplicados no tratamento de água e esgoto (LA ROSA et al., 2010a). Além disso, possuem 

dose infectante extremamente baixa (1-50 partículas infecciosas) e são eliminados pelas fezes 

de indivíduos infectados em concentrações bastante elevadas, variando de 10
5
 a 10

11
 

partículas virais por grama de fezes (LECLERC et al., 2002; FONG & LIPP, 2005; 

TAVARES et al., 2005). Devido a isso, os vírus vêm sendo sugeridos como possíveis 

indicadores de contaminação fecal em ambientes aquáticos que, aliados aos atuais indicadores 

bacteriológicos, permitiriam avaliar a qualidade da água de forma mais eficaz e assim 

melhorar a saúde da população (FONG & LIPP, 2005; LA ROSA et al., 2010a). 

São raros os estudos na área de virologia ambiental na Região Norte e, 

considerando o impacto que os NoV representam para a saúde pública, e a participação da 

água como potencial veículo na transmissão desses agentes, é de fundamental importância a 

investigação da presença dos NoV em amostras ambientais por métodos eficazes, objetivando 

correlacionar a presença de surtos por provável contaminação hídrica, bem como a 

identificação das cepas circulantes, auxiliando na definição de estratégias que visem o 

monitoramento de águas, principalmente aquelas destinadas ao consumo humano. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

Detectar a presença de NoV em diferentes amostras de água e esgoto não tratado 

na cidade de Belém, Pará, Brasil, 2008 a 2010. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar a frequência de NoV humano (genogrupos I e II) nos diferentes locais 

e amostras ambientais analisadas; 

 Comparar a sensibilidade, especificidade e replicabilidade de duas técnicas 

moleculares quanto a detecção de NoV em amostras ambientais; 

 Comparar o nível de contaminação por NoV dos pontos estudados frente ao 

esgoto e a água tratada; 

 Identificar os genótipos de NoV circulantes nestes ambientes aquáticos; 

 Correlacionar os achados referentes a presença de coliformes termotolerantes e 

dos fatores físico-químicos e pluviométricos nos casos positivos para NoV. 
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4. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

4.1. AMBIENTE E SAÚDE 

 

Atualmente a preservação do ambiente em que vivemos é um dos assuntos mais 

discutidos a nível mundial. Essa preocupação tornou-se imprescindível diante da situação de 

degradação que se encontram os ecossistemas, o que pode gerar um colapso em relação a 

sobrevivência na Terra, já que os recursos naturais, considerados pelo homem como um bem 

inesgotável, tendem a ficar cada vez mais escassos (ORGANIZAÇÃO DAS NAÇÕES 

UNIDAS, 2013). 

Um ambiente “saudável” reflete diretamente no bem estar físico humano, e o 

desequilíbrio nessa relação causa grandes impactos em termos de saúde pública. Estima-se 

que um quarto da carga global de doenças, sendo mais de um terço somente entre as crianças, 

é atribuído a fatores ambientais, ocorrendo em maior número nos países em desenvolvimento 

do que naqueles desenvolvidos (PRÜSS-ÜSTÜN & CORVALÁN, 2006). 

Dentre os fatores ambientais que podem ocasionar uma série de doenças estão 

principalmente a poluição da água e a precariedade e/ou ausência de sistemas de saneamento 

e abastecimento de água. Segundo Bartram & Cairncross (2010) cerca de 2,4 milhões de 

mortes em todo o mundo poderiam ser evitadas anualmente se a população adotasse bons 

hábitos de higiene e fosse atendida por esses sistemas, considerando que muitos desses óbitos 

estão associados à diarreia e consequentemente a desnutrição. 

A água é um recurso indispensável para a sobrevivência do ser humano, mas sua 

quantidade sob a forma de água doce é limitada e sua qualidade vem sendo constantemente 

ameaçada (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2013).  

Do total de água disponível na superfície terrestre apenas 2,5% corresponde a 

água doce, no entanto 80% destas encontram-se sob a forma de geleiras, logo não pode ser 

consumida. O Brasil representa um dos maiores potenciais hídricos do planeta possuindo 12% 

do total de água potável disponível no mundo. A região Amazônica é a maior detentora dessa 

riqueza, concentrando cerca de 70% desse volume (BRASIL, 2010). Apesar da sua 

abundância, a preservação e o uso racional da água são de extrema importância 

(ORGANIZAÇÃO DAS NAÇÕES UNIDAS, 2013). 

Promover saneamento básico, assegurar à população acesso a água com boa 

qualidade e tratamento de esgoto são medidas fundamentais que garantem boas condições de 
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saúde e bem estar à sociedade (BARTRAM & CAIRNCROSS, 2010). Estima-se que 61% da 

população mundial possuem alguma melhoria de saneamento em suas casas, o que inclui vaso 

sanitário e descarga, ainda assim uma em cada cinco pessoas defeca a céu aberto. Com 

relação ao acesso à água potável, aproximadamente 54% recebem água encanada em seus 

domicílios, entretanto há evidências de que em algumas cidades asiáticas, por exemplo, esse 

fornecimento não seja tão confiável pelo fato de não atender aos padrões nacionais de 

qualidade de água (BARTRAM & CAIRNCROSS, 2010). 

Atualmente no Brasil, o acesso à água potável parece estar em melhor situação se 

comparado ao tratamento de esgoto. Mais de 90% da água que é destinada ao abastecimento 

da população brasileira sofre processo de purificação antes de ser distribuída, enquanto que 

apenas 7,1% é fornecida sem qualquer tratamento. Dos municípios brasileiros cerca de 55% 

possuem rede de esgoto, entretanto pouco mais da metade tratam esses efluentes antes de 

serem lançados no ambiente. Em ambas as situações, a região Norte é a que mais sofre com a 

precariedade de tratamento de água e esgoto (IBGE, 2011). 

Uma variedade de vírus, bactérias e protozoários podem ser eliminados nas fezes 

de indivíduos infectados, sintomáticos ou não (LECLERC et al., 2002). Com a precariedade 

dos sistemas de saneamento básico, o lançamento dessas excretas fecais no ambiente é 

facilitado, podendo causar direta ou indiretamente a contaminação das águas por diversos 

patógenos e favorecendo a ocorrência de doenças (Quadro 1) (BOSCH, 1998).  

Segundo dados da OMS, 88% da carga global de doenças é atribuída ao 

abastecimento de água sem qualidade, saneamento e higiene, ocorrendo principalmente em 

países em desenvolvimento. Dentre essas doenças, a diarreia é a maior causa de morbi-

mortalidade, sendo responsável por 1,5 milhão de mortes a cada ano, especialmente entre 

crianças menores de cinco anos (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2009).  

No Brasil, apesar de ter havido um decréscimo nas taxas de internações por 

doenças relacionadas a saneamento inadequado, elas ainda estão elevadas, sobretudo nas 

regiões Norte e Nordeste, e as relacionadas com diarreia são o principal motivo dessas 

hospitalizações. Observa-se ainda que esses índices elevados são encontrados nas regiões 

onde o acesso aos serviços de saneamento é menor, evidenciando que intervenções em água, 

esgoto e higiene são bastante eficientes no controle das doenças (IBGE, 2011).  
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Quadro 1. Patógenos e doenças associados com a via hídrica. Adaptado de Viroclime, 2011. 

Patógeno Doença Sintomas e sinais clínicos 

Vírus 

Hepatite A 
Hepatite  

Gripe, febre, dor de cabeça, náuseas, dores 

musculares, fraqueza, icterícia e dor 

abdominal 

Hepatite E Gripe, febre, fadiga, náuseas e vômitos 

Rotavírus 

Gastrenterite  
Diarreia aquosa, vômitos, dor de cabeça, 

febre e dor abdominal 

Norovírus 

Astrovírus 

Adenovírus 

Enterovírus 

Gastrenterite, infecções 

respiratórias, meningite 

asséptica, miocardite, 

diabetes mellitus, 

encefalite 

Diarreia, febre baixa, paralisia flácida e 

aguda 

Vírus BK 
Doença Renal 

Cistite hemorrágica, doença renal 

Vírus JC Doença renal 

Bactérias 

Vibrio cholerae Cólera Diarreia aquosa, vômitos, fezes com aspecto 

de água de arroz, caimbras musculares 

Salmonella spp. (incluindo 

S. Typhi) 

Salmonelose, febre 

tifóide 

Dor de cabeça intensa, vômitos, diarreia e 

dor abdominal 

Aeromonas spp. Aeromonas associada à 

diarreia 

Infecção de ferida e diarreia aguda 

Shigella spp. Shigelose Diarreia, febre e náusea 

Campylobacter spp. Campilobacteriose Diarreia, dor abdominal e febre 

Escherichia coli Gastrenterite Diarreia, dor abdominal, febre leve e anemia 

Yersinia spp. Yersiniose Febre, diarreia e dor abdominal 

Helicobacter pylori Gastrite Náuseas, azia e vômito. 

Mycobacteria spp. (menos 

M. tuberculosis) 

Várias Infecções de feridas, doenças de pele e 

ulceração. 

Leptospira spp. Leptospirose Febre, dor nas articulações, dor de cabeça e 

calafrios 

Pseudomonas spp. Várias Infecções de feridas, doenças de pele e 

ulceração 

Protozoários 

Giardia spp. Giardíase Diarreia, dor abdominal, náuseas, vômitos, 

febre, calafrios e perda de peso 

Cryptosporidium spp. Criptosporidíase Diarreia, náusea, vômito e febre ligeira 

Cyclospora spp. Ciclosporíase Diarreia aquosa, vômitos, náuseas, cólicas 

estomacais e febre 

Entamoeba histolytica Amebíase Diarreia, dor abdominal e febre 

Acanthamoeba spp. Várias Dor grave nos olhos, vermelhidão dos olhos, 

visão turva e lacrimejamento excessivo 

Fungos 

Microsporidium spp. Microsporídiase Diarreia, perda de peso, desnutrição e 

fraqueza 

Zygomycosis spp. Zigomicose Dor ao redor dos olhos, dor facial, dor de 

cabeça e náuseas 
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4.2. HISTÓRICO DA VIROLOGIA AMBIENTAL 

 

Os primeiros estudos visando a detecção de vírus em amostras ambientais datam 

da década de 1940 e foram realizados, principalmente, devido à ocorrência de surtos de 

doenças associadas com a transmissão hídrica. No ano de 1945, foi relatado o isolamento do 

poliovírus em amostras de água de um riacho em Ohio (EUA) onde várias pessoas 

apresentaram problemas gastrintestinais após contato com água de recreação. Um dos 

principais motivos da contaminação foi o recebimento, ao longo do riacho, de água de 

drenagem proveniente de fazendas (TOOMEY et al., 1945). 

Em 1953 foi descrito um método de detecção de coxsackievírus a partir de 

amostras de esgoto, baseado em adsorção e eluição utilizando resinas de troca iônica, que 

possuem a propriedade de liberar íons sódio, hidrogênio ou hidroxila bem como captar cátions 

ou ânions quando em contato com a água. Com essa metodologia, além da detecção do vírus 

foi possível avaliar outras variáveis como persistência, flutuação sazonal, tipos isolados e 

fontes de contaminação (KELLY, 1953). 

Entre os anos de 1955 e 1956 ocorreu um surto de hepatite em Nova Delhi (Índia) 

devido à contaminação por esgoto de um rio que alimentava um sistema de tratamento de 

água, o qual se mostrou eficiente no controle bacteriano, no entanto cerca de 30.000 casos da 

doença foram detectados na população (BOSCH, 1998). 

Kelly e cols. isolaram os poliovírus e coxsackievírus a partir de amostras de 

esgoto de Nova York (EUA), utilizando camundongos recém-nascidos para o isolamento viral 

associado ao cultivo celular (KELLY et al., 1957). 

Após os esforços em detectar a presença de vírus em água e esgoto, no final da 

década de 1950 e início de 1960, surge outra preocupação relacionada com a inativação dos 

vírus. Nesse sentido, alguns estudos foram desenvolvidos com o objetivo de avaliar o tempo e 

o pH requerido para inativação viral sob os efeitos de algumas substâncias, como o cloro e 

cloro combinado (KELLY & SANDERSON, 1958; KELLY & SANDERSON, 1960), que 

continuam sendo bastante utilizados no tratamento de água e esgoto (TAVARES et al., 2005). 

Em 1967 percebeu-se que alguns métodos de adsorção viral a partir de esgoto 

eram limitados quanto à detecção de pequenas concentrações de vírus e ao uso de grandes 

volumes de amostras, uma vez que aceitavam analisar no máximo um litro da mesma. Assim, 

um novo método foi desenvolvido utilizando uma membrana para a concentração desses 

agentes, que permitiu o uso de maiores volumes de amostra como também a separação de 
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bactérias livres presentes no esgoto pela realização de uma filtração preliminar sem que 

houvesse perda viral, sendo possível também a eliminação da toxicidade celular bastante 

comum nesse tipo de amostra (WALLIS & MELNICK, 1967). 

Christovão et al. (1967), utilizando o método de adsorção à uma resina de troca 

iônica, detectaram enterovírus (poliovírus e coxsackievírus) em amostras de água 

contaminadas por efluentes de esgoto as quais eram utilizadas para irrigação de hortas no 

estado de São Paulo. A partir de então se destacam trabalhos visando a detecção de rotavírus 

em amostras esgoto e lagos da mesma cidade (MEHNERT & STEWIEN, 1993).  

Nas décadas de 1970 e 1980, além do reconhecimento de novos vírus, houve um 

aumento crescente nos estudos relacionados à obtenção de novas técnicas de concentração 

viral de água e esgoto, bem como o surgimento de novas pesquisas envolvendo a detecção de 

vírus em moluscos (GRINSTEIN et al., 1970; SMITH & GERBA, 1982; LEWIS & 

METCALF, 1988).  

Desde 1990 até o presente momento, o advento e o aprimoramento de técnicas 

moleculares de detecção trouxe impactos positivos na área de virologia ambiental, já que 

possibilitou a obtenção de vírus em diversos tipos de matrizes ambientais, além de fornecer 

dados sobre a circulação dos mesmos nos ambientes aquáticos e os genótipos envolvidos 

(GREEN et al., 1998; LODDER et al., 1999; KITAJIMA et al., 2012).  

No Brasil nos últimos anos, a virologia ambiental vem sendo difundida nos 

principais centros de pesquisa do país. Atualmente ela é realizada em São Paulo (Laboratório 

de Vírus Entéricos Humanos e Animais/Universidade de São Paulo; Companhia de 

Tecnologia de Saneamento Ambiental), Rio de Janeiro (Laboratório de Virologia Comparada 

e Ambiental, Desenvolvimento Tecnológico em Virologia e Virologia Molecular/Fundação 

Oswaldo Cruz), Santa Catarina (Laboratório de Virologia Aplicada/Universidade Federal de 

Santa Catarina), Rio Grande do Sul (Laboratório de Microbiologia Molecular/Instituto de 

Ciências da Saúde/Universidade Feevale), Espírito Santo (Laboratório de 

Saneamento/Universidade Federal do Espírito Santo), Goiás (Núcleo de Pesquisas em 

Agentes Emergentes e Re-emergentes/Universidade Federal de Goiás) e Pará (Laboratório de 

Vírus Entéricos, Laboratório de Microbiologia Ambiental/Instituto Evandro Chagas).  
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4.3. RESISTÊNCIA VIRAL NO AMBIENTE 

 

Na água os vírus entéricos possuem prolongada resistência, porém podem sofrer 

inativação por influência de alguns fatores como os ambientais (temperatura, pH, radiação 

ultravioleta - UV, sais e metais) e outros relacionados ao vírus, como a capacidade de 

adsorção a sólidos em suspensão/sedimento e características próprias da partícula (FONG & 

LIPP, 2005; GERBA, 2007). 

A temperatura provavelmente é uma das principais adversidades que afetam a 

resistência viral. De modo geral os vírus são mais estáveis a baixas temperaturas (GERBA, 

2007). Diversos estudos apontam persistência prolongada em águas naturais com baixas 

temperaturas, como a de mares, rios e subterrâneas. Assim como na exposição à radiação UV, 

este fator também causa danos ao capsídeo viral e ao ácido nucléico, o que pode inibir não 

somente a adsorção do vírus ao seu hospedeiro, como também inativar enzimas importantes 

ao processo de replicação (FONG & LIPP, 2005). Em uma investigação que objetivou avaliar 

a inativação de vírus sob efeito de luz solar foi observado que houve maior inativação de 

poliovírus, echovírus e coxsackievírus no verão (3 logs) do que no inverno (1 log) (FUJIOKA 

& YONEYAMA, 2002). 

Os vírus são mais resistentes em valores de pH que variam de 3 a 5, mas em águas 

naturais onde o pH é mais elevado (5 a 9) é possível ainda encontrar estabilidade viral. A 

sensibilidade ao pH depende da cepa envolvida. Os enterovírus, por exemplo, podem resistir a 

valores de pH bastante extremos (1 a 2 e de 11 a 11,5). Sabe-se também que os adenovírus e 

os rotavírus são bastante sensíveis à pH 10 ou mais (GERBA, 2007). 

Em água doce, frequentemente, os vírus possuem maior resistência do que em 

água do mar devido mais à presença de micro-organismos antagonistas do que o aumento da 

concentração de sal. Entretanto, alguns vírus são protegidos da inativação pelo calor pela 

presença de certos cátions (sais) (GERBA, 2007). 

A ligação dos vírus a sólidos em suspensão ou em sedimento confere maior 

persistência ambiental aos mesmos, pois essa associação protege a partícula viral de enzimas 

e outros agentes degradantes, assim como da inativação pela radiação UV (FONG & LIPP, 

2005; GERBA, 2007). 

As características virais, como tamanho, presença de envelope e tipo de ácido 

nucleico, também influenciam na resistência ambiental. Vírus com diâmetros maiores são 

mais estáveis e possuem maior eficácia na adsorção a sólidos e sedimentos, assim como vírus 
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não envelopados são mais resistentes devido a capacidade de cristalização, enquanto que os 

envelopados por possuir camada lipídica são facilmente inativados. Vírus de DNA de fita 

dupla são consideravelmente mais resistentes a radiação UV, pois podem utilizar enzimas de 

reparo da célula hospedeira para reverter os danos causados pela radiação UV (GERBA, 

2007). 

 

4.4. TRANSMISSÃO HÍDRICA DE VÍRUS ENTÉRICOS 

 

Segundo Bosch (1998), aproximadamente 100 espécies de vírus que causam 

enfermidades em humanos podem ser encontrados no esgoto. Dentre eles destacam-se os 

vírus entéricos, grupo de vírus que normalmente estão presentes no trato gastrintestinal, 

podendo causar doença ou infecção assintomática (WYN-JONES & SELWOOD, 2001). 

Os vírus entéricos contaminam os ambientes aquáticos por meio do lançamento 

indiscriminado de efluentes oriundos de esgoto, o qual pode conter excretas fecais de 

indivíduos infectados. A eliminação desses vírus por pacientes que apresentam quadros de 

hepatite ou gastrenterite é extremamente alta, cerca de 10
5
 a 10

11
 partículas virais por grama 

de fezes (BOSCH, 1998; LECLERC et al., 2002). No ambiente os vírus entéricos enfrentam 

um grande percurso até a infecção no hospedeiro humano, a qual pode ocorrer principalmente 

pelo consumo de água e alimentos contaminados ou devido ao contato com águas destinadas à 

recreação (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Vias de disseminação dos vírus entéricos pelo ambiente. Fonte: Adaptado de Bosch, 

1998. Figuras ilustrativas foram obtidas no site Google Imagens. 
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Os vírus entéricos causadores de gastrenterite são altamente infecciosos, pequenos 

(25-100 nm) e geralmente não são envelopados o que contribui para sua dispersão e 

persistência nos ambientes aquáticos (SCHWAB, 2007). Dentre esse grupo de vírus estão os 

norovírus, rotavírus, astrovírus, adenovírus 40/41 e enterovírus como agentes responsáveis 

pela ocorrência de casos esporádicos, surtos e hospitalizações por gastrenterite associada com 

o consumo ou contato com água contaminada (WYN-JONES & SELWOOD, 2001; 

SCHWAB, 2007). Além desses patógenos, o vírus da hepatite A e E possuem relevância 

ambiental e clínica, considerando os diversos surtos descritos envolvendo transmissão hídrica, 

principalmente em ambientes de recreação e sistemas de abastecimento de água, além da via 

alimentar por meio do consumo de mariscos (PINTÓ & SAIZ, 2007). 

 

4.5. NOROVÍRUS  

 

4.5.1. Histórico 

 

Nas décadas de 1940 e 1950, bem como nos anos de 1970 e 1971 era muito 

comum a indução da diarreia a partir da administração via oral de filtrado de fezes em 

voluntários, as quais eram provenientes de indivíduos que apresentaram quadro de 

gastrenterite aguda de origem não bacteriana, caracterizada por vômito, diarreia e dor 

abdominal. Entretanto, muitos desses testes não atingiram seu objetivo, já que não detectaram 

o agente infeccioso, considerado fastidioso, pois o mesmo não se replicava nas culturas 

celulares e nem infectavam animais, frequentemente utilizados em laboratório (GREEN, 

2007). No entanto, estudo conduzido em 1971, utilizou uma suspensão proveniente de um 

“swab” retal coletado de um caso secundário, obtido durante um surto de gastrenterite 

ocorrido em uma escola de Norwalk, Ohio (USA), no ano de 1968, que afetou alunos e 

professores. Esse material foi administrado via oral a três voluntários, dos quais dois 

desenvolveram a doença (KAPIKIAN et al., 1972).   

Deste modo, Kapikian et al. (1972), utilizando fezes e soros desses voluntários, 

observaram pela técnica de imunomicroscopia eletrônica (IME) partículas de 27 nm de 

diâmetro, as quais foram denominadas inicialmente de vírus Norwalk (NV) devido seu local 

de origem.  

Trabalhos posteriores demonstraram que outros vírus, designados de small round 

structured viruses – SRSVs (pequenos vírus de estrutura arredondada), morfologicamente 
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similares aos NV, foram associados a outros surtos de gastrenterite ocorridos em diversos 

lugares, sendo também designados pelo nome do local onde foram isolados. No entanto, o NV 

permaneceu como protótipo desses pequenos vírus (JIANG et al., 1995).  

A partir da década de 1990 houve um grande avanço molecular nos estudos 

envolvendo os NV, relacionado principalmente a clonagem, em baculovírus, de um fragmento 

do genoma responsável pela replicação viral. Isto possibilitou o entendimento da organização 

genômica e estrutural desse agente, o que permitiu o reconhecimento dos NV como um 

membro da família Caliciviridae (JIANG et al., 1990; JIANG et al., 1992; JIANG et al., 

1999; GREEN, 2007), passando a ser denominado simplesmente como norovírus (NoV) após 

aprovação da troca do nome pelo Comitê Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) em 2002 

(MAYO, 2002). 

 

4.5.2. Morfologia e classificação genética 

 

Os NoV pertencem à família Caliciviridae (Figura 2), gênero Norovirus. São 

pequenos vírus esféricos não envelopados, de simetria icosaédrica medindo cerca de 27 a 40 

nm de diâmetro (Figura 3) (GREEN, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Classificação e taxonomia dos calicivírus. 
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Figura 3. Partículas de NoV visualizadas por microscopia eletrônica de transmissão. Barra = 

50 nm. Fonte: Williams F. P., United States, Environmental Protection Agency (EPA).  

 

O genoma dos NoV (Figura 4) é constituído de RNA de fita simples de 

polaridade positiva, com tamanho aproximado de 7,5 kb. Na extremidade 5’ o genoma está 

associado as proteínas e na região 3’ possui uma cauda poli A, a qual é adicionada após a 

síntese do gene e tem a função de estabilizar a molécula e auxiliar na tradução. Entre as 

extremidades são observadas três fases de leitura aberta (ORFs 1, 2 e 3). A ORF1 codifica 

uma grande poliproteína que após a tradução é clivada em seis proteínas não estruturais 

(incluindo a RNA polimerase RNA dependente - RpRd) envolvidas na replicação viral. A 

ORF2 codifica uma importante proteína estrutural, a VP1, que participa da composição do 

capsídeo. Já a ORF3, codifica uma pequena proteína estrutural, a VP2 (ATMAR & ESTES, 

2001; VINJÉ et al., 2004; HARDY, 2005; ZHENG et al., 2006; GREEN, 2007). 
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Figura 4. Representação esquemática do genoma de NoV. Destaque para as três fases de 

leitura aberta (ORF) e as regiões que comumente são utilizadas nos métodos de detecção e 

genotipagem. Adaptado de HOA TRAN et al., 2013. 

 

A proteína capsidal VP1 forma dois domínios, P (P1 e P2) e S. Acredita-se que no 

sub-domínio P2 ocorra a maioria das interações celulares e as características de 

reconhecimento do sistema imune. Já a função da VP2 parece estar associada com a regulação 

da expressão da VP1 em cis e na estabilização dessa proteína na estrutura viral (ZHENG et 

al., 2006) . 

Com base em análises filogenéticas da ORF2 e da sequência aminoacídica 

completa da proteína por ela codificada, a VP1, os NoV são divididos em 35 grupos genéticos 

ou genótipos (Figura 5), cada qual sendo representando por uma cepa protótipo. Esses 

genótipos estão distribuídos nos cinco genogrupos identificados: oito genótipos no GI; 21 no 

GII; três no GIII; dois no GIV e, um no GV. Dos cinco genogrupos, apenas GI, GII e GIV 

infectam humanos, sendo que GII e GIV também infectam animais, como suínos (GII.11, 

GII.18, GII.19) e caninos (GIV.2), respectivamente (WANG  et al., 2005; ZHENG et al., 

2006; MESQUITA et al., 2010; CENTRO DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE 

DOENÇAS, 2011). 
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Figura 5. Classificação dos cinco genogrupos e 35 genótipos de NoV de acordo com a análise 

da sequência completa da proteína VP1. Fonte: CENTRO DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE 

DOENÇAS, 2011. 

 

Tendo em vista o surgimento de novos genótipos e variantes, recentemente foi 

proposta por um grupo de renomados pesquisadores da Comunidade Europeia e de outras 

instituições de pesquisa que estudam os NoV, uma nomenclatura consenso assim como ocorre 

para o vírus influenza, envolvendo um sistema binário de classificação baseado na sequência 

do capsídeo (VP1) e na região parcial da polimerase (1.300 nucleotídeos) (KRONEMAN et 

al., 2013). 

Não há sistemas de cultivo celular e modelos animais de pequeno porte 

disponíveis para a replicação dos NoV humanos, o que dificulta tanto o entendimento sobre a 

biologia desse vírus como a sua classificação em sorotipos. Embora os NoV humanos 

possuam natureza fastidiosa, estudos têm demonstrado que NoV murinos são capazes de se 

replicar em cultura de células e em modelos animais, o que vem auxiliando na elucidação dos 

processos de replicação e patogênese desse vírus (WOBUS et al., 2006). 
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4.5.3.  Epidemiologia dos Norovírus 

 

Os NoV são considerados mundialmente a principal causa de surtos de 

gastrenterite aguda, como também são detectados em âmbito hospitalar e ambulatorial, sendo 

denominados como “agente da doença do vômito do inverno” (KOOPMANS, 2008; 

CENTRO DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE DOENÇAS, 2011). Embora as infecções 

por NoV ocorram ao longo do ano, em países de clima temperado são observados picos 

expressivos durante os meses mais frios (PATEL et al., 2009).  

A transmissão deste patógeno ocorre pela via fecal oral, sobretudo pela ingestão 

de água e alimentos contaminados, contato com fômites e aerossóis provenientes de episódios 

de vômito. Assim, sua disseminação torna-se rápida e extensiva, principalmente em ambientes 

fechados, como hospitais, cruzeiros, creches e asilos (WIKSWO et al., 2011; CENTRO DE 

CONTROLE E PREVENÇÃO DE DOENÇAS, 2011). Geralmente a maioria dos surtos 

(54%) relacionados aos NoV possui como fonte de transmissão a via alimentar e o contato 

pessoa a pessoa (26%), sendo que aqueles envolvendo a veiculação hídrica ou ambiental 

correspondem a 20% (MATTHEWS et al., 2012). 

Em termos gerais, o genogrupo GII é amplamente distribuído no mundo, sendo o 

genótipo GII.4 o mais prevalente, porém outros genótipos como GII.6, GII.7, GII.12, GII.16 e 

GII.17 tem sido descritos em menores proporções (FIORETTI et al., 2011; SIQUEIRA et al., 

2013). No ano de 2012 foi relatada pela primeira vez a ocorrência do GII.21 no Brasil 

(FERREIRA et al., 2012a). No Pará, Aragão et al. (2013) verificaram a diversidade genética 

desse agente em uma comunidade quilombola relativamente isolada, onde diferentes 

genótipos foram detectados (GII.4, GII.6, GII.7, GII.17, GII.20, GI.2) como também um caso 

de rearranjo gênico (GII.7/GII.20).  

A detecção de GI em espécimes fecais é menos frequente em relação à GII 

(FIORETTI et al., 2011), entretanto no ambiente, ambos parecem circular simultaneamente. 

Como os vírus detectados no ambiente refletem sua circulação na comunidade (IWAI et al., 

2009), é possível inferir que as infecções causadas por GI em humanos sejam normalmente 

assintomáticas, leves ou brandas. Estudos conduzidos no Japão mostraram a alta frequência 

destes dois genogrupos em amostras de rio e esgoto analisadas e a grande diversidade de 

genótipos encontrados, além da presença do genogrupo GIV (KITAJIMA et al., 2010; 

KITAJIMA et al., 2012). 
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A detecção de NoV em mariscos, especialmente ostras, é bem documentado. Em 

uma pesquisa que avaliou a causa de 46 surtos associados com o consumo de bivalves, os 

calicivírus (no qual se inclui os NoV) foram responsáveis por 18 deles (POTASMAN et al., 

2002). Nenonen et al. (2009) estudando surto ocorrido pelo consumo de ostras, demonstraram 

por meio de análises moleculares que as cepas de NoV encontradas nos pacientes foram 

similares (99%) às detectadas nas ostras.  

 

4.5.4. Aspectos clínicos 

 

Os NoV são agentes virais causadores de gastrenterite aguda em todas as faixas 

etárias (PATEL et al., 2009). Após um período de 12 a 48 horas de incubação, a doença se 

manifesta, sendo caracterizada principalmente por vômitos, náuseas, diarreia não 

sanguinolenta e dor abdominal. Apesar de a maioria dos indivíduos infectados apresentarem a 

combinação de vários sintomas, alguns desenvolvem apenas vômitos e/ou diarreia (CENTRO 

DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE DOENÇAS, 2011). O vômito foi o principal sintoma 

apresentado por crianças, adultos e idosos hospitalizados, com variação de 67 a 94% dos 

casos, seguido da diarreia e febre, com percentuais de 81 e 66, respectivamente. A maioria 

dessas crianças (47%) apresentou gastrenterite em associação com febre (LOPMAN et al., 

2004; NARKEVICIUTE & TAMUSAUSKAITE, 2008). 

Embora a doença apresente certa gravidade, a resolução dos sintomas ocorre de 

um a três dias em pessoas saudáveis, podendo ser prolongado para quatro a seis dias em 

crianças, idosos e indivíduos hospitalizados (CENTRO DE CONTROLE E PREVENÇÃO 

DE DOENÇAS, 2011). De fato foi observada recuperação mais lenta em pacientes idosos (≥ 

85 anos) hospitalizados, dos quais 40% ainda apresentavam sintomas após quatro dias de 

doença (LOPMAN et al., 2004). Os indivíduos suscetíveis podem apresentar infecção crônica, 

com eliminação do vírus por pelo menos oito meses (MORILLO & TIMENETSKY, 2011).  

Das pessoas acometidas por gastrenterite causada por NoV, somente cerca de 10% 

procuram auxílio médico, que pode incluir internação e tratamento da desidratação pela 

administração de soro via oral ou intravenosa. Os óbitos acontecem raramente, principalmente 

em idosos que necessitam internação (CENTRO DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE 

DOENÇAS, 2011). 

O pico de excreção viral ocorre normalmente dois a cinco dias após a infecção, 

com carga viral de aproximadamente 100 bilhões de cópias por grama de fezes, sendo que o 



34 
 

 
 

vírus pode ser eventualmente eliminado até quatro semanas após início dos sintomas 

(CENTRO DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE DOENÇAS, 2011). 

 

4.5.5. Diagnóstico laboratorial 

 

Devido os NoV humanos não se replicarem nos diversos sistemas celulares 

disponíveis, nem infectarem os animais comumente utilizados nos laboratórios de pesquisa, 

outras metodologias têm sido utilizadas. Dentre as moleculares destaca-se a reação em cadeia 

mediada pela polimerase precedida de transcrição reversa (RT-PCR), a nested e semi nested 

PCR e a PCR quantitativa (qPCR) também conhecida como PCR em tempo real. Entre as 

técnicas não moleculares ressaltam-se principalmente a imunomicroscopia eletrônica (IME), 

os ensaios imunoenzimáticos (EIE) e a imunocromatografia (KAPIKIAN et al., 1972; 

FANKHAUSER et al., 2002; SCHMID et al., 2004; BORGES & CARDOSO, 2005; 

SIQUEIRA et al., 2013). 

A IME foi utilizada por Kapikian et al (1972) para o reconhecimento desse vírus 

como agente causador de gastrenterite não bacteriana. Este método é específico e 

reprodutível, pois permite a visualização do vírus com a utilização de soro contendo 

anticorpos específicos para o agente pesquisado, no entanto é considerado trabalhoso, 

demandando tempo e equipe treinada para a sua execução (BORGES & CARDOSO, 2005).  

Os EIE são utilizados devido a sua facilidade e rapidez na execução. Esta 

metodologia baseia-se na detecção de antígenos dos genótipos GI e GII, presentes nas 

amostras fecais sendo uma boa alternativa para a detecção de NoV, principalmente durante a 

ocorrência de surtos (BORGES & CARDOSO, 2005; MORILLO & TIMENETSKY, 2011). 

No estudo de Siqueira et al. (2011), o EIE de terceira geração (RIDASCREEN® Norovirus 

EIA kit) mostrou concordância de 88% com os resultados obtidos por RT-PCR, o que foi 

considerado um resultado satisfatório para a detecção de NoV em espécimes fecais oriundos 

de casos esporádicos de gastrenterite. O teste imunocromatográfico também é um teste rápido 

que apresenta boa correlação com o EIE. Zhao et al. (2012) ao avaliarem o kit “RIDA 

QUICK Norovirus detection”, verificaram que a sensibilidade, especificidade e exatidão foi 

de 98,4%, 92,4% e 97,6% respectivamente, comparado com os resultados obtidos em um EIE, 

mostrando ser um bom teste para a detecção rápida de antígenos de NoV. 

Os métodos moleculares têm sido muito utilizados na detecção dos NoV em 

amostras fecais e são bastante sensíveis e específicos. A RT-PCR foi um dos primeiros testes 

a ser empregado na detecção molecular desses agentes (LEON et al., 1992; JIANG et al., 
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1999) e até hoje é o método padrão estabelecido na maioria dos laboratórios de pesquisa com 

NoV. Entretanto, mais recentemente a qPCR, considerada um método mais sofisticado, vêm 

sendo também utilizada não apenas para detecção, mas também para quantificação da 

infecção por NoV e outros vírus entéricos, como rotavírus, adenovírus, astrovírus, sapovírus e 

enterovírus (BEURET, 2004; LOGAN et al., 2007; JOTHIKUMAR et al., 2009). 

 

4.5.6. Prevenção e controle 

 

O controle das infecções por NoV, assim como para todos os patógenos 

causadores de gastrenterite, ainda está baseado na melhoria da qualidade do saneamento e 

abastecimento de água tratada assim como na adoção de boas práticas de higiene (CENTRO 

DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE DOENÇAS, 2011; ARIAS et al., 2013).  

As medidas relacionadas ao saneamento e abastecimento de água podem reduzir a 

morbidade por diarreia na escala de 25 a 32% (BARTRAM & CAIRNCROSS, 2010). Assim, 

é extremamente necessário enfatizar a importância dessas intervenções no sentido de controlar 

doenças, principalmente as gastrenterites. 

O processo de tratamento da água para consumo humano é constituído das etapas 

de pré-cloração, pré-alcalinização, coagulação, floculação, decantação, filtração, cloração, 

correção de pH e fluoretação. As etapas de filtração e cloração são cruciais no tratamento da 

água, uma vez que são responsáveis pela eliminação de patógenos, como vírus e bactérias. 

Portanto, é importante analisar a concentração de cloro necessária para inativar os vírus. Os 

NoV, por exemplo, são bastante resistentes a inativação por cloro em concentrações de 3,75 

mg/L a 6,26 mg/L, sendo sensíveis a concentrações de 10 mg/L (TAVARES et al., 2005). 

O cuidado com a higienização das mãos é uma medida de controle da infecção 

muito importante, já que atua como veículo na transmissão de vírus e bactérias e fonte de 

contaminação para superfícies e alimentos, este último associado aos manipuladores de 

alimentos (SAIR et al., 2002). Em estudo conduzido por Sickbert-Bennett et al. (2005) 

demonstrou que a contaminação viral nas mãos foi reduzida pela lavagem das mesmas, com 

água corrente e sabão por pelo menos 30 segundos. Liu et al. (2010) verificou que a redução 

de cópias genômicas de NoV ocorreu após uma exposição por 30 segundos ao hipoclorito de 

sódio a uma concentração maior que 160 ppm, enquanto que para o etanol não houve uma 

redução significativa. 
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Por serem altamente infecciosos, indivíduos infectados por NoV devem ser 

isolados para assim evitar a continuidade da transmissão desse vírus e a provável 

contaminação do ambiente (CENTRO DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE DOENÇAS, 

2011).  

 

4.5.7. Tratamento 

 

Segundo o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC/EUA), não há um 

tratamento específico para pessoas infectadas por NoV e que as mesmas não devem ser 

medicadas com antibióticos, uma vez se tratar de um agente viral e não bacteriano. Para 

prevenir a desidratação que ocorre durante os episódios de vômitos e diarreia, recomenda-se a 

hidratação com líquidos. Em casos de desidratação grave, a fluidoterapia administrada via 

oral ou intravenosa é necessária (CENTRO DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE 

DOENÇAS, 2013). 

Uma vacina baseada em VLPs (partículas semelhantes a vírus, no inglês virus-like 

particles), que são partículas não replicantes sem genoma viral, tem sido sugerida como 

candidata, pois induz anticorpos séricos e mucosos (VINJÉ, 2010; ATMAR et al., 2011; 

ATMAR & ESTES, 2012). Atmar et al. (2011) observaram que indivíduos que receberam por 

via intranasal a vacina monovalente de VLPs de NoV foram menos propensos a ter 

gastrenterite e serem infectados pelo vírus se comparados com o grupo placebo.  

Recentemente foi relatada que as partículas do complexo do domínio P de NoV 

apresentam eficácia para as respostas imunológicas celular e humoral e são facilmente 

produzida em Escherichia coli, sendo portanto um bom alvo para o desenvolvimento de uma 

vacina contra NoV (FANG et al., 2013).  

 

4.6. DETECÇÃO DE AGENTES VIRAIS EM AMOSTRAS AMBIENTAIS 

 

4.6.1. Técnicas de concentração 

 

Nas amostras ambientais, sobretudo águas, as partículas virais encontram-se 

diluídas, ou seja, em baixas concentrações, sendo necessário reduzir para mililitros o volume 

inicial da amostra a ser testada (BOSCH, 1998). Nesse sentido, é essencial a realização de 
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uma etapa de concentração que permita agrupar o maior número de partículas virais que 

estejam presentes na amostra. 

Ainda não existe um consenso quanto a utilização de um método padrão de 

concentração para amostras ambientais. A metodologia de escolha deve seguir alguns critérios 

como o tipo de matriz ambiental a ser analisada (água doce/salgada, esgoto bruto/tratado) e o 

volume de amostra a ser concentrado (WYN-JONES & SELWOOD, 2001).  

Um bom método de concentração deve ser tecnicamente simples, acessível e 

rápido, além de fornecer uma elevada e diversificada recuperação viral e um pequeno volume 

final de material concentrado. Basicamente, as técnicas disponíveis são aquelas baseadas em 

adsorção-eluição/precipitação, ultrafiltração e ultracentrifugação (BOSCH, 1998, TAVARES 

et al., 2005).  

Os métodos fundamentados em adsorção-eluição/precipitação são considerados o 

estágio inicial em um procedimento de concentração, pois reduz o volume da amostra para 

pequenos volumes. Essa técnica utiliza diferentes tipos de dispositivos para adsorção viral: 

membranas ou cartuchos eletronegativos ou eletropositivos, cartuchos constituídos de fibra de 

vidro e floculação orgânica. Após a adsorção viral à matriz sólida, é então realizada a etapa de 

eluição com uma solução básica (pH 9-11,5). O volume inicial de amostra que essa técnica 

permite concentrar é bastante variável (1 a 1000 litros) e dependendo do dispositivo utilizado 

pode ser aplicada em todos os tipos de água e até mesmo em esgotos antes e após tratamento 

(WYN-JONES & SELWOOD, 2001; CALGUA et al., 2008).  

A ultrafiltração consiste em uma técnica baseada na retenção de macromoléculas 

(SILVA et al., 2011) em que a amostra atravessa uma membrana ou um capilar os quais retém 

a partícula viral permitindo somente a passagem da água e solutos com baixa massa 

molecular. Filtragem por vórtex ou tangencial tem sido empregadas como forma de evitar a 

saturação das membranas. Este método pode ser aplicado para águas com melhor qualidade, 

como efluentes tratados (WYN-JONES, 2007). 

A ultracentrifugação utiliza velocidade de rotação superior a 100.000xg 

facilitando a precipitação e eluição das partículas. Uma limitação deste método é que não 

permite o processamento de grandes volumes de água, sendo recomendado, portanto, para 

amostras em que se suponha haver maior concentração de vírus, como por exemplo, as 

provenientes de esgoto bruto (SILVA et al., 2011).  
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4.6.2. Métodos moleculares 

 

Os avanços na biologia molecular refletiram positivamente nos estudos em 

virologia ambiental. Houve um aumento significativo das pesquisas nesta área, as quais 

evidenciaram a presença de uma diversidade de agentes virais em um amplo espectro de 

amostras ambientais, principalmente água, esgoto e mariscos, utilizando a detecção qualitativa 

por RT-PCR, nested e semi nested (BOXMAN et al., 2006; LA ROSA et al., 2007) e/ou 

quantitativa por meio da qPCR (GENTRY et al., 2009; LA ROSA et al., 2009; VIEIRA et al., 

2012). 

Apesar de serem considerados bons métodos, quando se trata de amostra 

ambiental deve-se considerar a possível presença de compostos inibidores da enzima DNA 

polimerase. Por exemplo, amostras ambientais apresentam polissacarídeos, ácidos húmico, 

fúlvico e tânico, os quais são também concentrados durante a etapa de concentração e podem 

ser purificados simultaneamente com o ácido nucléico, interferindo assim na sua amplificação 

(RODRÍGUEZ et al., 2012). A utilização de membranas filtrantes, cromatografia em coluna 

de centrifugação e extração de ácido nucléico com tiocianato de guanidina e com solventes 

podem reduzir esses inibidores e assim permitir a obtenção de concentrados virais altamente 

purificados (QUEIROZ et al., 2001; RODRÍGUEZ et al., 2012). 

Os NoV têm sido recuperados em percentuais relevantes quando da utilização do 

nested PCR, como observado na Itália, onde esse patógeno foi detectado em 96,9% e 78,8% 

das amostras de esgoto antes e após tratamento, respectivamente (LA ROSA et al., 2010b). 

No Brasil (Rio de Janeiro) esse mesmo agente foi detectado em 29,2% das amostras de esgoto 

analisadas pelo semi nested PCR (VICTORIA et al., 2010b).  

A qPCR é um método bastante sensível, pois detecta baixas concentrações de 

partículas virais, porém inibidores presentes na amostra podem afetar seu resultado. No Brasil 

(Rio de Janeiro), Vieira et al. (2012), por exemplo, ao analisaram água destinada à recreação 

proveniente de uma lagoa, observaram maior taxa de detecção de NoV pela PCR qualitativa 

(16%) do que na qPCR (4,2%) relacionando este achado com a interferência de inibidores na 

atividade de fluorescência essencial neste teste. Já no estudo de Victoria et al. (2010b) 

realizado na mesma cidade e com amostras de esgoto, a qPCR exibiu maior positividade para 

NoV (58,3%) quando comparada com os testes moleculares qualitativos (PCR-14,6% e semi 

nested PCR-29,2%).  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. ÁREA DE ESTUDO 

  

O estudo foi realizado na cidade de Belém, que possui aproximadamente 

1.437.600 habitantes sendo dividida em oito distritos administrativos de acordo com o 

Anuário Estatístico do Município (PREFEITURA MUNICIPAL DE BELÉM, 2010).  

Sete pontos de amostragem (Figura 6) foram estrategicamente selecionados sendo 

que os códigos dos locais e a natureza da amostra estão detalhados no quadro 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Pontos de coleta localizados na cidade de Belém, Pará Brasil. MO-13 (esgoto não 

tratado obtido na EEE-UNA); MO-12, MO-14 e MO-08 (águas superficiais oriundas da Baía 

do Guajará, Rio Guamá e Igarapé Tucunduba, respectivamente); PTO-1 e PTO-2 (águas 

superficiais oriundas dos mananciais Bolonha e Água Preta) e PTO-3 (água tratada obtida na 

saída da ETA-Bolonha). Fonte: Laboratório de Geoprocessamento (LabGeo) do Instituto Evandro 

Chagas, SVS, MS. Fotos do arquivo pessoal. 
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Quadro 2. Código dos sete pontos de amostragem localizados na cidade de Belém, Pará, 

Brasil. 

 

 

 

Nesta pesquisa contemplaram-se quatro diferentes tipos de amostras: água 

destinada a consumo após tratamento, coletada na saída da Estação de Tratamento de Água 

Bolonha (ETA Bolonha); água superficial de manancial coletada no canal que liga o Lago 

Água Preta ao Bolonha e no Lago Bolonha; água superficial coletada no Ver-o-Peso, no 

Igarapé Tucunduba e no Porto do Açaí; esgoto não tratado, coletado na Estação Elevatória de 

Esgoto do Canal do UNA (EEE-UNA). Todos os sete locais de coleta encontram-se 

detalhados na figura 6. 

A mata do Utinga abriga o Parque Ambiental de Belém, com cerca de 1.348 

hectares, os mananciais hídricos que abastecem a Região Metropolitana de Belém, lagos 

Bolonha e Água Preta, além de uma estação de tratamento de água operada pela Companhia 

de Saneamento do Pará (COSANPA). É uma floresta tropical úmida perenifólia, de terra 

firme, com alguns pontos sujeitos a inundações. Seu clima é do tipo Af (tropical úmido ou 

equatorial), com umidade média anual de 70%. Os lagos Bolonha e Água Preta são 

abastecidos pelas águas drenadas de sua bacia hidrográfica (Rio Aurá a parte do Igarapé 

Tucunduba e Uriboquinha, sub-bacias do igarapé Mucutu e Água Preta), bem como por um 

sistema de bombeamento de água do rio Guamá, implantado pela COSANPA que tem por 

objetivo suprir o “déficit” de água destinada ao abastecimento de Belém. O lago Água Preta é 

o principal abastecedor de água da Região Metropolitana de Belém, ocupando uma área de 

7.199, 5 m
2
. Após sua ampliação em 1973, passou a suportar cerca de 10,55x106 m

3 
de água 

acumulada com uma profundidade máxima de aproximadamente 8,5 m. Um sistema de 

Natureza da amostra Local de coleta Código 

Água tratada ETA-Bolonha PTO3 

Água superficial de 

manancial 

Lago Bolonha PTO1 

Água superficial de 

manancial 

Canal que liga lago Água Preta ao Bolonha PTO2 

Água superficial do Rio 

Guamá 

Porto do Açaí MO14 

Água superficial da baía 

do Guajará 

Ver-o-Peso MO12 

Água superficial do 

igarapé Tucunduba 

Tucunduba MO08 

Esgoto bruto EEE-UMA MO13 
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comportas controla a saída de água do lago por um canal a céu aberto, que por gravidade é 

conduzida até o lago Bolonha, que ocupa uma área de 1.790.00 m
2
, suportando cerca de 

2,10x106 m
3 de água acumulada com profundidade máxima em torno de 7,5m. A água tratada 

na ETA-Bolonha é distribuída em nove setores de abastecimento da zona central (Belém) e 

em oito setores da zona de expansão (Ananindeua) (SECRETARIA DE ESTADO DE 

CIÊNCIA E TECNOLOGIA E MEIO AMBIENTE, 1992; MACHADO et al., 2002). 

O complexo Ver-o-Peso é um centro comercial, localizado às margens da baía do 

Guajará (água superficial), sendo bastante conhecido pela venda de verduras, frutas regionais, 

hortaliças, bem como de carnes e peixes. Nesse local as coletas foram realizadas atrás do 

Mercado de Ferro, também conhecido como Mercado de Peixe.  

A bacia do Tucunduba, que inclui o igarapé Tucunduba, é a segunda maior da 

Região Metropolitana de Belém, abrange a totalidade dos bairros de Canudos e Terra Firme e 

se estende por parte dos bairros do Guamá, São Braz, Marco e Curió-Utinga. A espinha dorsal 

da bacia é o Canal do Tucunduba com 3.900 metros de extensão, sendo 100% em estado 

natural, que sofre grande influência das marés e é habitado por um contingente populacional 

significativo, cerca de 1400 domicílios, no qual a maioria não é beneficiada pelo saneamento 

básico, além disso, recebe efluentes de dois hospitais. As coletas ocorreram na ponte que 

interliga o campus básico ao profissional, no interior da Universidade Federal do Pará 

(UFPA). 

O Porto do Açaí está localizado ao sul da cidade de Belém, às margens do rio 

Guamá, que recebe diariamente um contingente acentuado de pessoas provenientes das ilhas 

situadas próximas de Belém, por meio de pequenas embarcações. Neste local observa-se uma 

precariedade nas condições de higiene, onde pequenos produtores comercializam farinha e 

frutas regionais, sobretudo o açaí, que dá nome ao porto. As coletas se deram no trapiche do 

porto, representada por amostras do rio Guamá. 

A EEE-UNA é operada pela COSANPA e está localizada às margens do Canal 

que dá nome à estação. A EEE-UNA possui emissário em concreto armado, com diâmetro 

nominal de 800 mm, com lançamento sub-aquático na Baía do Guajará a 334,0 m da margem, 

tem vazão média de 1800 m
3
/h e atualmente recebe cerca de 250 m

3
/h, para uma rede de 

coleta com aproximadamente 78,10 km e população de 127.210 hab. A veia principal da bacia 

do UNA (Canal do UNA) recebe os efluentes de 20 bairros de Belém, sendo que somente 8% 

desses são tratados na EEE-UNA antes de serem lançados na baía do Guajará. Os restantes 
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92% são lançados in natura, o que contribui de forma bastante significativa para a sua lenta e 

gradual degradação (PANTOJA FILHO s/a; PREFEITURA MUNICIPAL DE BELÉM, s/a). 

  

5.2. COLETA DAS AMOSTRAS 

 

As amostras foram coletadas mensalmente, no período de novembro de 2008 a 

outubro de 2010, totalizando 168 materiais.  

Para a coleta, utilizaram-se baldes e cordas estéreis. Frascos de polipropileno 

esterilizados com capacidade para quatro litros foram utilizados no armazenamento das 

amostras, sendo acondicionados em isopores contendo gelo, com a finalidade de se manter 

em baixa temperatura até sua chegada ao laboratório para processamento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Materiais necessários para a coleta de água e egoto. Corda, funil e balde estéreis 

(A); armazenamento da amostra em frascos de polipropileno esterilizados (B e C); 

acondicionamento dos frascos contendo a amostra em isopores (D). 

 

5.3. ANÁLISE DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES, PARÂMETROS FÍSICO 

QUÍMICOS E CLIMÁTICOS 

 

As análises da concentração de coliformes termotolerantes foram efetuadas pelo 

laboratório de Microbiologia Ambiental da Seção de Meio Ambiente do Instituto Evandro 

Chagas (IEC) e os resultados gentilmente cedidos pela coordenadora do mesmo, Dra. Lena 
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Líllian Canto de Sá Morais. Foi utilizada a técnica do substrato cromogênico definido 

ONPG-MUG (COLLILERT/QUANTI-TRAY
®

) de acordo com as recomendações do 

fabricante e do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 

(ASSOCIAÇÃO AMERICANA DE SAÚDE PÚBLICA, 1998). 

As análises físico-químicas foram realizadas pelo laboratório de Físico-Química 

de Águas da Seção de Meio Ambiente do IEC, e as médias das variáveis obtidas foram 

gentilmente cedidas pelo Dr. Bruno S. Carneiro. O pH, temperatura (ºC), condutividade (µS), 

oxigênio dissolvido (DO; mg/L) e sólidos totais dissolvidos (TDS) foram determinados no 

momento da coleta com o equipamento HI 9828 da HANNA
®
, já a turbidez foi determinada 

por espectrofotometria no equipamento DR2000 da HACH
®
.  

Os dados climáticos como temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e 

precipitação (mm) foram gentilmente cedidos pela Divisão de Meteorologia – DIVMET, 

Centro Regional de Belém – Cr-Be, Sistema de Proteção da Amazônia – SIPAM.  

 

5.4. CONCENTRAÇÃO 

 

O método de concentração (Figura 8) das partículas virais utilizado no 

desenvolvimento do trabalho foi adaptado de Katayama et al. (2002). De forma resumida, 

1,2g de MgCl2 foi adicionado em 2 L de amostra ajustando-se o pH para 5,0 (Figuras 7B e 

7C). Posteriormente as amostras foram submetidas à adsorção em membrana filtrante com 

0,45 m de porosidade e 142 nm de diâmetro (Millipore) por meio de filtração com o auxílio 

de bomba à vácuo (Figura 7D). Após passagem pela membrana, descartou-se a água filtrada. 

A seguir a membrana foi colocada em uma placa de Petri de tamanho adequado adicionando-

se 300 mL da solução de H2SO4 (0,5 mM, pH 3,0) com o objetivo de remover os cátions 

excedentes. Após 10 minutos, retirou-se o ácido e então com 15 mL de NaOH (1mM, pH 

10,5-10,8) a membrana foi eluída, sob agitação constante por 10 minutos (Figura 7E). Para 

neutralizar a solução, ao final da agitação se adicionou 50 L de H2SO4 (50mM) e 50 L de 

100X TE (pH 8,0). Por fim, o eluído foi filtrado em um tubo concentrador de amostras 

líquidas Amicon Ultra-15 (Millipore) a 5000 rpm/4ºC por 15 minutos sendo repetida três 

vezes, obtendo-se um volume final de 2 mL, o qual foi estocado a -70°C para posterior 

extração do material genético. 
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Figura 8. Processo de concentração aplicado nas amostras após a coleta. Conexão dos 

equipamentos, da direita para a esquerda bomba à vácuo, vasilhame de pressão e filtro (A); 

adição de MgCl2 e ajuste do pH (B); volume de 2L de amostra é colocado no vasilhame (C); 

adsorção à membrana das possíveis partículas virais presentes na amostra (D); Lavagem e 

eluição da membrana (E). Fotos do arquivo pessoal. 

 

5.5. DETECÇÃO DE NOROVÍRUS 

 

5.5.1. Extração do ácido nucléico 

 

A extração do ácido nucléico foi realizada pela técnica da sílica (isotiocianato de 

guanidina) descrita por Boom et al. (1990) com algumas modificações. Em 400 L de 

amostra adicionou-se 20 L de Proteinase K (Invitrogen) e 800 L de tampão L6, incubando-

se em banho-maria a 56ºC por 10 minutos. Após a incubação, foram acrescentados 200 L de 

etanol absoluto PA (gelado) e 20 L de sílica, sendo realizada a agitação e homogeneização 

da amostra em agitador horizontal por 20 minutos, seguido de centrifugação a 14.000 rpm por 

40 segundos. Descartou-se o sobrenadante em frasco contendo NaOH 10N. Etapas de 

agitação em vortex, centrifugação (14.000 rpm por 40 segundos) e descarte do sobrenadante 

foram realizadas a cada adição de 500 L de tampão L2, Etanol 70% e Acetona PA ao 

sedimento. Os tubos foram mantidos abertos em banho-maria a 56°C por 15 minutos para 

evaporação do álcool. Para ressuspensão do ácido nucléico, uma mistura de 50 L de tampão 

AE e 1 L de Inibidor de RNAse (Invitrogen) foi adicionada, incubando-se em banho-maria 

por 15 minutos, logo após homogeneização em vórtex. Ao final, centrifugou-se a 14.000 rpm 
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por 4 minutos, colhendo-se posteriormente com cuidado o sobrenadante contendo o RNA, o 

qual foi estocado a -70°C. Também foi utilizado o RNA diluído 1:10 em água ultra pura 

(Gibco), nas amostras de esgoto e água provenientes da EEE-UNA e Igarapé Tucunduba 

respectivamente. 

 

5.5.2. Síntese do DNA complementar por Transcrição reversa 

 

Para a obtenção do DNA complementar (cDNA), necessário para a realização da 

TaqMan® PCR em tempo real, o RNA viral foi submetido à reação de transcrição reversa 

utilizando um iniciador randômico (PdN6; 50 A260 units). Um volume de 10 L de RNA 

juntamente com 2 L de dimetil sulfóxido (DMSO) foi desnaturado em termociclador a 97° C 

por 7 minutos, seguido de choque térmico em banho de gelo durante 2 minutos. A seguir, 

adicionou-se ao RNA desnaturado 38 L da mistura de reagentes apresentada no quadro 3, a 

qual foi inserida em termociclador por uma hora a 42°C e 10 minutos a 95° C, para a 

realização da reação de transcrição reversa (RT). 

 

Quadro 3. Concentrações e volumes de reagentes utilizados na reação de transcrição reversa 

(RT). 

 

5.5.3. Semi nested RT-PCR 

 

A detecção de material genético dos NoV por semi nested RT-PCR foi adaptada 

de Boxman et al. (2006). Essa metodologia foi dividida em duas etapas: na primeira ocorreu 

a transcrição reversa (RT) seguida de amplificação do material genético pela PCR e, na 

segunda houve a reação de semi nested propriamente dita. 

Reagente Concentração Volume (L) 

H2O ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco) - 23,50 

dNTP’s (Invitrogen) 200 M 4,0 

Tampão 10X (Biotools) 1X 5,0 

MgCl2 (Biotools) 2,5 mM 2,5 

Iniciador randômico 0,12 g 2,0 

SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen) 10 U 1,0 

Total - 38,0 
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Na primeira etapa 2,0 µL do RNA viral foi adicionado a 8,0 µL da mistura de 

reação apresentada no quadro 4, utilizando iniciadores descritos por Vennema et al., (2002) 

que detectam os genogrupos I e II de NoV e amplificam uma região da RNA polimerase 

RNA dependente, com fragmento de 327 pares de base (pb). Realizou-se a amplificação sob 

as seguintes condições: incubação a 42ºC por 60 minutos; desnaturação inicial a 94ºC por 3 

minutos; 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 minuto, anelamento a 37ºC por 1 minuto e 

30 segundos e, extensão a 72ºC por 1 minuto; extensão final a 72ºC por 7 minutos. Todos os 

produtos dessa primeira etapa foram diluídos 1:10 e 1:100 conforme a necessidade de se 

obter produtos sem fragmentos inespecíficos. 

 

Quadro 4. Concentrações e volumes dos reagentes utilizados na primeira etapa da reação de 

semi nested RT-PCR. 

 

   

Para a semi nested, 1,0 µL do produto da reação de RT-PCR (1ª etapa) foi 

adicionado a 11,5 µL da mistura de reação apresentada no quadro 5. Os iniciadores G1 

(GREEN et al., 1998) e NoroII-R (BOXMAN et al., 2006) foram utilizados como senso e 

anti-senso aos iniciadores JV13I e JV12Y para detecção dos genogrupos I e II dos NoV, 

respectivamente.  

 

 

 

 

Reagente Concentração Volume (L) 

H2O ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco) - 5,15 

dNTP’s (Invitrogen) 0,2 mM 0,5 

Tampão 10X (Biotools) 1X 1,0 

MgCl2 (Biotools) 1,5 mM 0,3 

Iniciador JV13I (anti-senso) 15,0 pmol 0,375 

Iniciador JV12Y (senso) 15,0 pmol 0,375 

SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen) 2 U 0,1 

Taq DNA polimerase (Biotools) 2 U 0,2 

Total - 8,0 
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Quadro 5. Concentrações e volumes dos reagentes utilizados na segunda etapa da reação de 

semi nested RT-PCR, para detecção de norovírus genogrupos GI e GII. 

  

A amplificação da semi nested consistiu em desnaturação inicial a 94ºC por 5 

minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 minuto, anelamento a 37ºC por 1 

minuto e 30 segundos e, extensão a 72ºC por 1 minuto, acrescido de um ciclo de extensão 

final a 72ºC por 7 minutos. Após a reação, todos os produtos amplificados, os controles 

(positivo e negativo) e o peso molecular foram submetidos à eletroforese horizontal em gel de 

agarose a 1,5% e visualizados em aparelho de foto-documentação para gel (Gel-Doc da Vilber 

Lourmat). Amostras positivas para o genogrupo I e II apresentaram amplicons de 187 e 236 

pb, respectivamente. As sequências de todos os iniciadores utilizados nesse método estão 

detalhadas no quadro 6. 

 

 

 

 Reagente Concentração Volume (L) 

N
o
V

 G
I 

H2O ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco) - 8,54 

dNTP’s (Invitrogen) 0,25 mM 0,5 

Tampão 10X (Biotools) 1X 1,25 

MgCl2 (Biotools) 2,0 mM 0,5 

Iniciador JV13I (anti-senso) 12,5 pmol 0,325 

Iniciador G1 (senso) 12,5 pmol 0,325 

Taq DNA polimerase (Biotools) 0,6 U 0,06 

 Total - 11,5 

N
o
V

 G
II

 

H2O ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco)  8,54 

dNTP’s (Invitrogen) 0,25 mM 0,5 

Tampão 10X (Biotools) 1X 1,25 

MgCl2 (Biotools) 2,0 mM 0,5 

Iniciador JV12Y (senso) 12,5 pmol 0,325 

Iniciador NoroII-R (anti-senso) 12,5 pmol 0,325 

Taq DNA polimerase (Biotools) 0,6 U 0,06 

 Total - 11,5 
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Quadro 6. Iniciadores utilizados na detecção de norovírus em amostras de água e esgoto por 

semi nested RT-PCR. 

  I: inosina; Y: C/T; N: A/T/C/G  

 

5.5.4. TaqMan® PCR em tempo real 

 

A TaqMan® PCR em tempo real foi adaptada de Pang et al. (2005), com 

iniciadores e sondas fluorescentes previamente descritos por Kageyama et al. (2003), os 

quais são genogrupos específicos. O par de iniciadores COG1-F/COG1-R juntamente com as 

sondas G1a/G1b foram utilizados para detectar o genogrupo I de NoV, enquanto que o 

genogrupo II foi detectado pelo uso do par COG2-F/COG2-R em combinação com a sonda 

G2. As sondas G1 e G2 são marcadas com os fluoróforos VIC e FAM, respectivamente. Vale 

ressaltar que esta metodologia foi utilizada de maneira qualitativa, somente para avaliar a 

presença ou ausência do genoma de NoV nas amostras testadas, visto que nesta ocasião ainda 

não se possuía curva padrão para NoV. Todas as amostras foram testadas em duplicatas. 

As concentrações e os volumes dos reagentes utilizados para a reação estão 

apresentados no quadro 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Sequência 5’-3’ Polaridade Tamanho Referência 

JV13I TCATCATCACCATAGAAIGAG - 327 pb Vennema et al., 

2002 

JV12Y ATACCACTATGATGCAGAYTA + 327 pb Vennema et al., 

2002 

G1 TCNGAAATGGATGTTGG + 187 pb Green et al., 1998 

NoroII-R AGCCAGTGGGCGATGGAATTC - 236 pb Boxman et al., 2006, 

adaptado de Green 

et al., 1998 
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Quadro 7. Concentrações e volumes dos reagentes utilizados na reação de TaqMan® PCR 

em tempo real para detecção dos genogrupos I e II de norovírus. 

 

A reação foi realizada no equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems) nas seguintes condições: 95ºC por 10 minutos, 45 ciclos de 94º C por 20 

segundos e 56º C por 1 minuto, seguido de um ciclo final de 95º C por 5 minutos. 

As sequências de todos os iniciadores e sondas utilizados na reação estão 

detalhadas no quadro 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Reagente Concentração Volume (L) 

N
o
V

 G
I 

H2O ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco) - 3,3 

TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) 

2x 7,5 

Iniciador COG1-F (senso) 400 M 0,3 

Iniciador COG1-R (anti-senso) 400 M 0,3 

Sonda G1a (anti-senso) 200 M 0,3 

Sonda G1b (anti-senso) 200 M 0,3 

 Total - 12,0 

N
o
V

 G
II

 

H2O ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco) - 3,6 

TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) 

2x 7,5 

Iniciador COG2-F (senso) 400 M 0,3 

Iniciador COG2-R (anti-senso) 400 M 0,3 

Sonda G2 (senso) 200 M 0,3 

 Total - 12,0 
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Quadro 8. Iniciadores e sondas utilizados na detecção de norovírus em amostras de água e 

esgoto por TaqMan® PCR em tempo real. 

*Kageyama et al., 2003 ; R: A/G; B: C/G/T; Y: C/T ; N: A/C/G/T 

 

5.6. GENOTIPAGEM DE NOROVÍRUS 

 

5.6.1. Nested e semi nested PCR 

As amostras positivas para GI e GII tanto por semi nested RT-PCR como por 

TaqMan® PCR em tempo real foram submetidos ao nested (para GI) ou semi nested PCR 

(para GII) para a região 5’ terminal da ORF2 (parcial do capsídeo) com o objetivo de obter 

amplicons para realizar a genotipagem dos NoV, utilizando os iniciadores Mon 431/432 

(ANDERSON et al., 2001; FANKHAUSER et al., 2002) e G2SKR (KOJIMA et al., 2002) na 

primeira etapa (PCR) e, na segunda, os pares COG1F/G1SKR (nested) e COG2F/G2SKR 

(semi nested) para detecção específica de GI e GII, respectivamente (KOJIMA et al., 2002; 

KAGEYAMA et al., 2003). 

A amplificação da PCR consistiu em desnaturação inicial a 94ºC por 2 minutos, 

seguida de 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 segundos, anelamento a 53.6ºC por 30 

segundos e, extensão a 72ºC por 1 minuto, acrescido de um ciclo de extensão final a 72ºC por 

7 minutos. A reação de nested/semi nested para detecção de NoV GI e GII respectivamente 

foi executada sob as seguintes condições: 94ºC por 3 minutos seguido de 35 (GI)/30 (GII) 

repetições de desnaturação a 94ºC por 30 segundos; anelamento a 50º (GI) e 55ºC (GII) por 

30 segundos; extensão a 72ºC por 1 minuto; extensão final de 72ºC por 7 minutos. 

Primer/ 

Sonda* 

Sequência 5’-3’ Polaridade Tamanho 

(pb) 

Genogrupo I de NoV 

COG1-F CGYTGGATGCGNTTYCATGA + 85 

COG1-R CTTAGACGCCATCATCATTYAC - 85 

G1-a  VIC-AGATYGCGATCYCCTGTCCA-TAMRA - 85 

G1-b VIC-AGATCGCGGTCTCCTGTCCA-TAMRA - 85 

Genogrupo II de NoV 

COG2-F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG + 98 

COG2-R TCGACGCCATCTTCATTCACA - 98 

G2 FAM-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-TAMRA + 98 
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Ao final das reações todos os produtos amplificados, os controles positivo, 

negativo e o peso molecular foram submetidos à eletroforese horizontal em gel de agarose a 

1,5% e visualizados em aparelho de foto-documentação para gel (Gel-Doc da Vilber 

Lourmat). Amostras positivas para NoV GI e GII apresentaram fragmentos com tamanho de 

380 e 390 pb, respectivamente. As sequências de todos os iniciadores utilizados nesse método 

estão detalhadas no quadro 9. 

 

Quadro 9. Iniciadores utilizados na detecção de norovírus genogrupos GI e GII (região parcial 

do capsídeo) em amostras de água e esgoto por nested/semi nested PCR. 

R: A/G; B: C/G/T; Y: C/T ; N: A/C/G/T 

 

5.6.2. Purificação e quantificação do ácido nucléico 

 

A purificação das amostras positivas para NoV foi realizada com o uso dos kits 

comerciais  “QIAquick Gel Extraction” e “QIAquick PCR Purification” (QIAGEN), 

escolhidos criteriosamente de acordo com a qualidade da amostra (ausência de fragmentos 

inespecíficos) e seguindo o protocolo do fabricante. Em seguida, os ácidos nucléicos 

purificados foram quantificados em gel de agarose (2%) a partir da comparação do padrão de 

fragmentos com os dos contidos no “Low DNA Mass
TM

 Ladder” (Invitrogen). 

 

5.6.3. Sequenciamento parcial do genoma de Norovírus 

 

Após a purificação do ácido nucléico, as amostras foram submetidas à reação de 

sequenciamento por meio da utilização do Kit “BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing” 

Primer 

 

Sequência 5’-3’ Polaridade Referência 

Mon 431 TGGACIAGRGGICCYAAYCA  
Anderson et al., 2001 

Fankhauser et al., 2002 

Mon 432 TGGACICGYGGICCYAAYCA  
Anderson et al., 2001 

Fankhauser et al., 2002 

G2SKR CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT - Kojima et al., 2002 

COG1F CGYTGGATGCGNTTYCATGA + Kageyama et al., 2003 

G1SKR CCAACCCARCCATTRTACA - Kojima et al., 2002 

COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG + Kageyama et al., 2003 
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(Life Technologies). O processo foi dividido em duas etapas: a) reação no termociclador; b) 

precipitação de DNA com Isopropanol e Etanol.  

Na primeira etapa, em uma placa óptica de 96 poços (Life Technologies), 5 L 

de DNA purificado foi adicionado a 1 L de BigDye, 2 L do iniciador senso/anti-senso a 

uma concentração de 3,2 pmol (reação individual para cada iniciador) e 2 L do “5x 

Sequencing Buffer” e submetido ao termociclador sob as seguintes condições: desnaturação a 

96ºC por 20 segundos, hibridização a 50ºC por 15 segundos e extensão a 60ºC por 4 minutos. 

Na segunda etapa, adicionou-se 40 L de Isopropanol (70%) em cada amostra, e 

em seguida a placa foi agitada levemente em vortex, incubada a temperatura ambiente por 15 

minutos e centrifugada durante 45 minutos a 4000 g. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

descartado e então se adicionou 200 L de Etanol (70%) em cada poço da placa, a qual foi 

levemente agitada em vortex, centrifugada por 10 minutos a 4000 g e o sobrenadante 

descartado. Para propiciar a evaporação de resquícios de Etanol, a placa foi invertida sobre 

papel absorvente e, em seguida, submetida ao termociclador a uma temperatura de 60ºC por 4 

minutos. Ao final, o DNA foi ressuspendido com 10 L de “Hi-Di
TM

 Formamida” (Applied 

Biosystems), desnaturado por 5 minutos a 95ºC e realizado choque térmico por 2 minutos em 

banho de gelo e, por fim, realizou-se o sequenciamento nucleotídico no equipamento “ABI 

3130xl Genetic Analyzer” (Applied Biosystems). 

No programa BioEdit (v. 7.0.5.3), as sequências obtidas foram alinhadas, editadas e 

comparadas com as já depositadas no banco de genes (GenBank) da platafoma do NCBI 

(National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine) e NoV 

“genotyping tool” (KRONEMAN et al., 2011). 

As árvores filogenéticas foram construídas no programa MEGA 6.0 (TAMURA et 

al., 2013), utilizando-se o algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) e empregando-se o teste de 

confiabilidade não paramétrico de “bootstrap”. 

Todos os procedimentos laboratoriais desde a coleta das amostras até a 

caracterização molecular estão resumidamente apresentados na figura 9.  
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Figura 9. Fluxograma de todos os procedimentos laboratoriais empregados na análise de 

norovírus. 

 

5.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para verificar a especificidade/sensibilidade e a reprodutibilidade dos métodos 

moleculares foram aplicados o Screening Test (teste do crivo) e o índice de Kappa, 

respectivamente. Teste-G foi empregado para avaliar se houve ou não diferença significativa na 

contaminação por NoV entre um local específico com relação à água tratada e ao esgoto. 

Utilizou-se o teste de Regressão Logística Simples para correlacionar positividade para NoV e 

concentração de coliformes termotolerantes. Todas as análises foram executadas no programa 

BioEstat. 5.0 (AYRES et al., 2007) e valores estatisticamente significantes foram expressos por 

p-valor ≤ 0,05. 

 

 

 

 

2 litros

água/esgoto

Concentração

(Katayama et al., 
2002)

Centrifugação

Extração ácido 

nucleico
(Boom et al., 1990)

Transcrição 
Reversa (RT) 
p/ obtenção de 

cDNA

PCR em 

tempo real

Semi nested

RT-PCR

Eletroforese

Positivo

Nested/Semi nested

Região parcial do 
capsídeo

Purificação

Caracterização 
molecular



54 
 

 
 

Pos

33,9%

Neg

66,1%

S.Nested

19,3%

TaqMan Tempo Real

21,1%

Ambas

59,6%

111 57

12
11

34

6. RESULTADOS 

 

6.1.  DETECÇÃO DO GENOMA DE NOROVÍRUS 

 

No período de novembro de 2008 a outubro de 2010 foram testadas 168 

amostras de água e esgoto quanto a presença de NoV, obtendo-se positividade de 33,9% 

(57/168) utilizando as técnicas de semi nested RT-PCR e/ou TaqMan® PCR em tempo real 

(Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Frequência de NoV em 168 amostras de água e esgoto oriundas de sete pontos na 

cidade de Belém, Pará, novembro/2008 a outubro/2010. 

 

 

6.2. FREQUÊNCIA DOS GENOGRUPOS I E II DE NOROVÍRUS E CO-

CIRCULAÇÃO 

 

A positividade para os genogrupos I, II ou ambos foi de 7,1% (12/168), 6,0% 

(10/168) e 20,8% (35/168) respectivamente, independente da técnica de detecção molecular 

utilizada (Figura 11 A). Considerando apenas o semi nested RT-PCR (Figura 11 B) GI, GII e 

GI+GII foram detectados em 6% (10/168), 4,8% (8/168) e 16,1% (27/168), respectivamente. 

Por TaqMan® PCR em tempo real (Figura 11 C) GI esteve presente em 5,4% (9/168) das 

amostras e GII em 4,2% (7/168), enquanto ambos foram observados em 17,9% (30/168).  
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Figura 11. Frequência dos genogrupos I e II de NoV em 168 amostras de água e esgoto. Por 

semi nested RT-PCR e/ou TaqMan® PCR em tempo real (A), apenas por semi nested (B) e 

apenas por TaqMan® PCR em tempo real (C). 

 

O NoV foi detectado ao longo de todos os meses em pelo menos um local de 

amostragem, com exceção do mês de dezembro de 2008 em que não houve casos positivos 

em nenhum dos pontos estudados (Tabela 1). 
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Tabela 1. Distribuição das amostras positivas e negativas para os genogrupos I e II de 

norovírus pelo semi nested RT-PCR e TaqMan® PCR em tempo real de acordo com o local 

de coleta, novembro de 2008 a outubro de 2010. 

 
 

*por local independente do método; N: semi nested RT-PCR; R: TaqMan® PCR em tempo real; -: amostra 

negativa 

 

Mês/Ano 

Locais de coleta 

ETA Bolonha Á.Preta P.Açaí Ver-o-Peso Tucunduba EEE-UNA 

N R N R N R N R N R N R N R 

Nov/2008 - - - - - - - - - - - - - GI/II 

Dez/2008 - - - - - - - - - - - - - - 

Jan/2009 - - - - GII - - - - - - - - - 

Fev/2009 - - GII - - - - - - - - - - - 

Mar/2009 - - GII - - - - GI/II - - - - - - 

Abr/2009 - - - - - - - - - - GII GII GI GI 

Mai/2009 - - GII - - - - - - - GI/II GII GI/II GI/II 

Jun/2009 - - - - - - - GII - - - - GI - 

Jul/2009 - - - - - - - GI - GII - GI/II GI/II GI 

Ago/2009 - - - - GI - - - - GI - - GI/II GI/II 

Set/2009 - - - - - - - GI - - GI/II GI/II GI/II GI/II 

Out/2009 - - - - - - - GI - GI/II GI GI/II GI/II GI/II 

Nov/2009 - - - - - - - - GII GII GI/II GI/II GI/II GI/II 

Dez/2009 - - GII - - - - - - - GI/II - GI/II GI/II 

Jan/2010 - - - - GII GII - - - - GI/II GI/II GI/II GI 

Fev/2010 - - - - - - - - - - GI/II GI/II GI/II GI/II 

Mar/2010 - - - - - - - - - - GI/II GI/II GI/II GI/II 

Abr/2010 - - - - - - - - - - - - GI GI/II 

Mai/2010 - - - - - GI - - - - - GI/II GI/II GI/II 

Jun/2010 - - GI - - - - - - - GI/II GI/II GI/II GI/II 

Jul/2010 - - GI - - - - - - - GI/II GI/II GI GI/II 

Ago/2010 - - GI - - - GI GI GI/II GII GI/II GI/II - - 

Set/2010 - - - - - - - - - - GI/II GI/II GI/II GI/II 

Out/2010 - - - - - - - - - - GI/II GI/II GI/II GI/II 

% 

Pos/Test 

0 

0/24 

0 

0/24 

29,2 

7/24 
0 

12,5 

3/24 

8,3 

2/24 

4,2 

1/24 

25,0 

6/24 

8,3 

2/24 

20,8 

5/24 

58,3 

14/24 

62,5 

15/24 

75 

18/24 

75 

18/24 

% 

Pos/Test* 

0 

0/24 

29,2 

7/24 

16,7 

4/24 

25,0 

6/24 

20,8 

5/24 

66,7 

16/24 

79,2 

19/24 
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6.3. AVALIAÇÃO DOS MÉTODOS MOLECULARES EMPREGADOS 

 

Para avaliar a sensibilidade e a especificidade das técnicas de detecção molecular 

empregadas foi utilizado o Screening Test (teste do crivo), o qual revelou sensibilidade e 

especificidade de 73,91% e 90,98%, respectivamente, considerando a TaqMan® PCR em tempo 

real como metodologia de referência (Tabela 2). O teste de Kappa indicou boa replicabilidade 

nos resultados obtidos por ambas as técnicas (Kappa = 0,6534, p-valor <0,0001) e foi 

demonstrada concordância de 86,3% (145/168). 

 

Tabela 2. Comparação entre os resultados obtidos por TaqMan® PCR em tempo real e semi 

nested RT-PCR quanto à detecção de norovírus (GI/GII) em 168 amostras de água e esgoto 

analisadas, novembro de 2008 a outubro de 2010. 

 

*Sensibilidade de 73,91%, especificidade de 90,98%, concordância de 86,3% e Kappa = 0,6534 (p-valor <0,0001) 

 

6.4. POSITIVIDADE PARA NOROVÍRUS NOS LOCAIS ESTUDADOS 

 

NoV foi detectado em maior e menor escala nas amostras provenientes da EEE-

UNA (79,2% - 19/24, p-valor <0,0001) e ETA-Bolonha (0%, p-valor <0,0001), 

respectivamente (Tabela 3).. As águas provenientes do lago Água Preta (p-valor = 0,0981) 

mostraram-se menos contaminadas por NoV assemelhando-se com o padrão encontrado na 

ETA, enquanto às oriundas do igarapé Tucunduba (p-valor = 0,5153) exibiram grau de 

contaminação semelhante ao de esgoto bruto. 

 

 

 

 

Semi nested RT-PCR 

TaqMan® PCR em tempo real* 

Totais 
Nº de amostras 

positivas 

Nº de amostras 

negativas 

Nº de amostras positivas 34/168 11/168 45/168 

Nº de amostras negativas 12/168 111/168 123/168 

Totais 46/168 122/168 168 
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Tabela 3. Positividade para norovírus (genogrupos I e II) pelo semi nested RT-PCR e/ou 

TaqMan® PCR em tempo real de acordo com o local de coleta. 

 

1
Para avaliar se não houve (H0) ou houve (H1) diferença de contaminação por NoV entre os locais 

2
Para avaliar se o nível de contaminação é semelhante (H0) ou não (H1) ao de água tratada. 

3
Para avaliar se o nível de contaminação é semelhante (H0) ou não (H1) ao de esgoto. 

 

 

6.5. GENOTIPAGEM DAS AMOSTRAS POSITIVAS PARA NOROVÍRUS 

 

Das 57 amostras positivas para NoV, 53 foram submetidas a um outro nested 

(para GII) ou semi nested PCR (para GI) baseado na região 5’ terminal da ORF2 (capsídeo), 

pois quatro amostras apresentaram material esgotado para realizar uma nova análise. Em 

47,2% (25/53) o genoma de NoV foi detectado, dos quais 12,0% (3/25) foram classificados 

como GI, 24% (6/25) como GII e 64,0% (16/25) para ambos (Tabela 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Local de coleta 

NoV (GI/GII) Teste-G 

% (Pos/Total) p-valor
1
 

p-valor
2 

local x água tratada 

p-valor
3
 

local x esgoto 

ETA 0 (0/24) <0,0001 - - 

Bolonha 29,2 (7/24) 0,7462 0,0082 0,0012 

Á. Preta 16,7 (4/24) 0,0767 0,0981 <0,0001 

P. Açaí 25,0 (6/24) 0,4370 0,0193 0,0004 

Ver-o-Peso 20,8 (5/24) 0,2056 0,0441 0,0001 

Tucunduba 66,7 (16/24) 0,0009 <0,0001 0,5153 

EEE-UNA 79,2 (19/24) <0,0001 - - 

Total 33,9 (57/168) - - - 
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Tabela 4. Genogrupos e genótipos detectados por local de coleta nas 25 amostras positivas 

para norovírus pela região 5’ terminal da ORF2 (capsídeo).  

 

*uma amostra positiva de cada local não foi testada para a região capsídeo, pois o material se encontrava 

esgotado para uma nova análise. NT: amostra não tipada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Local 

S.nested ou 

TaqMan® 
5’ terminal da ORF2 (parcial capsídeo) 

N Positivas N Positivas 
GI GII GI+GII 

Genótipo (N) Genótipo (N) Genótipo (N) 

ETA 0 - - - - 

Bolonha 7 1 - GII.4 (1) - 

Á. Preta 4* - - - - 

P. Açaí 6* 1 GI.8 (1) - - 

Ver-o-Peso 5 1 - - NT/NT (1) 

Tucunduba 16
*
 11 NT (1) 

GII.4 (3) 

GII.6 (1) 

GI.8/GII.4 (1) 

GI.8/GII.9 (1) 

GI.8/NT (1) 

NT/GII.4 (2) 

NT/GII.14 (1) 

 

EEE-UMA 19
*
 11 GI.4 (1) GII.4 (1) 

GI.1/GII.4 (1) 

GI.4/GII.12 (1) 

GI.8/GII.4 (3) 

GI.8/GII.9 (1) 

NT/GII.6 (2) 

NT/NT (1) 

Total 57 25 12,0% (3/25) 24,0% (6/25) 64,0% (16/25) 
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GI.8

42,1%

GI.4

10,5%

GI.1

5,3%

NT

42,1%

8

8

1

2 GII.4

54,5%

GII.6

13,6%

NT

13,6%

GII.9

9,1%

GII.12

4,5%

GII.14

4,5%

12

3
2

1

1

3

Das 19 amostras sequenciadas como GI o genótipo mais frequente foi GI.8 (n=8) 

seguido de GI.4 (n=2), GI.1 (n=1) e não genotipadas (n=8) (Figuras 12 e 13). Com relação à 

GII, 22 foram sequenciadas encontrando-se os genótipos GII.4 (n=12), GII.6 (n=3), GII.9 

(n=2), GII.12 (n=1), GII.14 (n=1) e não genotipadas (n=3) (Figuras 12 e 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Genótipos de GI e GII detectados nas amostras positivas para NoV pela região 5’ 

terminal da ORF2 (capsídeo). NT: amostras não tipadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

 
 

Norovirus Hu/GI.8/Belem/PA/MO13fev/2010/esgoto/BRA

Norovirus Hu/GI.8/Belem/PA/MO08jun/2009/igarapé/BRA

Norovirus Hu/GI.8/Belem/PA/MO13mar/2010/esgoto/BRA

Norovirus Hu/GI.8/Belem/PA/MO14ago/2010/rio/BRA

GU299761/NOV/Hu/GI.8/2008890321/2008/US

KC495632/NOV/wastewater/GI.8/NW_Aug11_957/2011/ZAF

HQ201643/NOV/water/GI.8/08-09-22-RV2/2008/ZAF

Norovirus Hu/GI.8/Belem/PA/MO08ago/2010/igarapé/BRA

Norovirus Hu/GI.8/Belem/PA/MO13jul/2010/esgoto/BRA

AF538679/NOV/HU/Boxer/2001/US

Norovirus Hu/GI.8/Belem/PA/MO13jan/2010/esgoto/BRA

Norovirus Hu/GI.8/Belem/PA/MO08jan/2010/igarapé/BRA

AJ313030/NOV/Hu/NLV/Queen'sArms/Leeds/92/UK

AJ277621/NOV/HU/NLV/Thistlehall/90/UK

AB042808/NOV/Hu/NLV/Chiba407/1987/JP

Norovirus Hu/GI.4/Belem/PA/MO13out/2009/esgoto/BRA

Norovirus Hu/GI.4/Belem/PA/MO13set/2009/esgoto/BRA

HQ148258/NOV/groundwater/GI/BU02-25/2008/KOR

AB112125/NOV/Hu/Saitama T69GI/02/JP

JQ934804/NOV/floodwater/GI.4/W63/NakhonPathom/2011/THA

AB262156/NOV/oyster/GI/Yamaguchi/H17-81A/05/JP

AB769843/NOV/Hu/GI/GUP020Noro/2004/TR

Norovirus Hu/GI.1/Belem/PA/MO13mai/2010/esgoto/BRA

JQ934802/NOV/floodwater/GI.1/W61/NakhonPathom/2011/THA

L23828/NOV/Hu/JBSRSV-KY-89/89/JP

KF429789/NOV/Hu/GI.1/8MC/1978/USA
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Figura 13. Árvore filogenética dos genótipos de NoV GI encontrados nas amostras ambientais 

de Belém, Pará. Construída utilizando o método de Neighbor-Joining, pela análise de Kimura 

2-Parâmetros. O teste foi realizado com 1000 réplicas de bootstrap. Amostras do estudo estão 

marcadas em negrito. Protótipos foram retirados do site NoV genotyping tool 

(http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool/). A barra de escala é proporcional à distância 

genética. As amostras do estudo estão marcadas com um losango e em negrito. 

 

A média da distância nucleotídica observada entre as amostras classificadas como 

GI.1, GI.4 e GI.8 foram de 4%, 3% e 2% respectivamente, com pequena alteração de 

aminoácidos (variação de 1 - 3 aa) em comparação com as sequências de referência de cada 

cepa.  

 

 

 

http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool/
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Figura 14. Árvore filogenética dos genótipos de NoV GII encontrados nas amostras 

ambientais de Belém, Pará. Construída utilizando o método de Neighbor-Joining, pela análise 

de Kimura 2-Parâmetros. O teste foi realizado com 1000 réplicas de bootstrap. Amostras do 

estudo estão marcadas em negrito. Protótipos retirados do site NoV genotyping tool 

(http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool/). A barra de escala é proporcional à distância 

genética. As amostras do estudo estão marcadas com um losango e em negrito. Os protótipos 

de cada variante GII.4 estão assinalados com uma seta. 

GII.4

GII.14

GII.9

GII.12

GII.6

JX459908.1/Norovirus/Hu/GII.4/Sydney/NSW0514/2012/AU/Sydney-2012

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/PT01mai/2009/lago/BRA

X76716.1/Norovirus/Hu/GII.4/UK/Bristol-1993

AB447433.1/Norovirus/Hu/GII-4/Aomori2/2006/JP/Yerseke-2006a

AB294789.1/Norovirus/Hu/GII-4/Kashiwa/060802/2006/JP/Yerseke-2006a

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/MO13mai/2009/esgoto/BRA

AB447460.1/Norovirus/Hu/GII-4/Kumamoto2/2006/JP/DenHaag-2006b

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/MO08dez/2009/igarapé/BRA

AB294794.1/Norovirus/Hu/GII-4/Narashino/061281/2006/JP/DenHaag-2006b

AB447450.1/Norovirus/Hu/GII-4/Sakai4/2006/JP/DenHaag-2006b

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/MO08out/2010/igarapé/BRA

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/MO08set/2010/igarapé/BRA

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/MO13jul/2010/esgoto/BRA

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/MO13mar/2010/esgoto/BRA

JX439885.1/Norovirus/Hu/GII/Seoul1407/KOR/2010/NewOrleans-2009

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/MO08mar/2010/igarapé/BRA

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/MO13mai/2010/esgoto/BRA

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/MO08fev/2010/igarapé/BRA

GU445325.2/Norovirus/Hu/GII.4/New Orleans1805/2009/USA/NewOrleans-2009

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/MO13jan/2010/esgoto/BRA

Norovirus Hu/GII.4/Belem/PA/MO08jun/2010/igarapé/BRA

Norovirus Hu/GII.14/Belem/PA/MO08jul/2010/igarapé/BRA

AB504710/NOV/sewage/GII.13/Toyama/SW0709-11/2007/JP

GQ856465/NOV/Hu/GII.4/Beijing/55028/2007/CHN

Norovirus Hu/GII.9/Belem/PA/MO13fev/2010/esgoto/BRA

Norovirus Hu/GII.9/Belem/PA/MO08ago/2010/igarapé/BRA

AB597494/NOV/wastewater/GII/Influent/Feb2006-a/JPN

JF921996/Norovirus/Hu/GII/BRA604/2008/Brazil/GII.9

KC495684/NOV/wastewater/GII.6/NW_Nov11_1266_2/2011/ZAF

Norovirus Hu/GII.6/Belem/PA/MO13out/2010/esgoto/BRA

Norovirus Hu/GII.6/Belem/PA/MO13nov/2009/esgoto/BRA

AJ277620/NOV/HU/Seacroft/90/UK

AB039778/NOV/Hu/Saitama U16/XXXX/JP

Norovirus Hu/GII.6/Belem/PA/MO08nov/2009/igarapé/BRA

JQ362535/NOV/oyster/GII/09026/2010/IE

JQ362513/NOV/effluent/GII/240227/2010/IE

Norovirus Hu/GII.12/Belem/PA/MO13set/2009/esgoto/BRA
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Em relação ao grupo GII.4, duas amostras apresentaram uma divergência 

significativa de 8% (MO13-Jan/2010) e 6% (MO08-Jun/2010) com relação às demais 

amostras genotipadas neste grupo. Ao comparar estas amostras com os protótipos, ocorreu 

troca de aminoácidos que variou 10-12 aa na primeira amostra e, 12-14 aa na segunda. As 

demais amostras GII.4 se agruparam em três diferentes clusters. Duas amostras (20% - 2/10) 

foram semelhantes à variante GII.4 2006-b, sete (70% - 7/10) à GII.4 Nova Orleans 2009 e 

uma detectada em 2009 (10% - 1/10) à GII.4 Sidney 2012.  

Nos outros genótipos GII, a média da distância nucleotídica encontrada foi de: 5% 

nos grupos GII.6 e GII.9; 1% no GII.12 e 2% no GII.14. Vale ressaltar que uma amostra 

(MO13-Jan/2010) agrupada no GII.9 mostrou uma evidente divergência aminoacídica com 

relação aos protótipos utilizados, com troca de 11 e 12 aa, respectivamente. 

 

 

6.6. ASSOCIAÇÃO ENTRE COLIFORMES TERMOTOLERANTES E 

CONTAMINAÇÃO POR NOROVÍRUS 

 

Das 96 amostras de água em que a concentração de coliformes termotolerantes 

ultrapassou o limite recomendado (1000 coliformes – água doce classe II) pela resolução nº 

357/2005 do Conselho Nacional de Meio Ambiente – CONAMA (BRASIL, 2005), 34 

(35,4%) também foram positivas para NoV (Tabela 5). Entretanto, em quatro amostras se 

observou a presença dos NoV e os valores encontrados para coliformes termotolerantes 

estavam de acordo com o máximo permitido (Tabela 5), sendo duas oriundas do lago Bolonha 

(dezembro/2009 - 1,53 x 10
2
 NMP/100 mL; agosto/2010 - 6,89 x 10

2
 NMP/100 mL) e duas 

do Água Preta (agosto/2009 - 1,0 x 10
1
 NMP/100 mL; maio/2010 - 2,46 x 10

2
 NMP/100 mL).  

O resultado de qui-quadrado obtido após o teste de Regressão Logística Simples 

referente à presença ou ausência de NoV face da contaminação por coliformes mostrou que 

não há relação de dependência entre esses dois fatores nesses pontos de amostragem 

(Bolonha: p-valor=0,5573; Água Preta: p-valor=0,5765). Todas as amostras (n=72) 

provenientes do Porto do Açaí, Ver-o-Peso e Tucunduba apresentaram valores de bactérias 

fora do padrão estabelecido, sendo que em 37,5% (27/72) das mesmas também se observou a 

presença de NoV (Tabela 5). 

Não há uma legislação vigente no país que se refira a um limite de coliformes 

termotolerantes para amostras de esgoto, não havendo dessa forma um valor de referência 

para esse parâmetro. Na EEE-UNA a concentração desses indicadores bacteriológicos variou 
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de 9,85 x 10
4
 a 6,488 x 10

6 
e em 79,2% (19/24) das amostras os NoV estavam presentes. Já na 

ETA-Bolonha tanto os NoV como coliformes termotolerantes foram ausentes, estando este 

último parâmetro de acordo com o preconizado (CONAMA 357/2005) para água tratada 

destinada ao consumo humano. 

 

Tabela 5. Comparação entre ausência ou presença de norovírus em relação ao resultado de 

colimetria


 obtido em 144 amostras de água analisadas e de acordo com o local de coleta, 

novembro de 2008 a outubro de 2010. 


 Resultados gentilmente cedidos pela pesquisadora Lena L. C. S. Morais, Seção de Meio Ambiente, 

IEC/SVS/MS. 

* Baseado na resolução nº 357/2005 do CONAMA para água doce de classe II  

 A EEE-UNA não foi incluída nesta tabela por se tratar de esgoto, sendo que todas as suas 24 amostras 

apresentaram alto nível de coliformes e em 19 os NoV foram detectados.    

 

6.7. ASSOCIAÇÃO ENTRE PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS E 

CONTAMINAÇÃO POR NOROVÍRUS 

 

As médias das variáveis físico-químicas estão apresentadas na figura 15. A 

temperatura se manteve praticamente constante em todos os pontos de amostragem com 

variação de 28,5°C a 29,8°C. Os valores de condutividade (S) e sólidos totais dissolvidos - 

STD (mg/L) - apresentaram alteração mínima nas amostras da ETA, Bolonha, Água Preta e 

Porto do Açaí, elevando-se apenas nas amostras do Ver-o-Peso e igarapé Tucunduba, assim 

como a turbidez (unidades nefelométrica de turbidez – UNT) foi mais evidente nesses 

Locais 

NoV ausente 

Colif. ≤ 1000* 

N 

NoV ausente 

Colif. ≥ 1000* 

N 

NoV presente 

Colif. ≤ 1000* 

N 

NoV presente 

Colif. ≥ 1000* 

N 

ETA 24 0 0 0 

Bolonha 7 10 2 5 

Á. Preta 13 7 2 2 

P.Açaí 0 18 0 6 

Ver-o-Peso 0 19 0 5 

Tucunduba 0 8 0 16 

Totais 44 62 4 34 
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mesmos locais e no Porto do Açaí. A maior média de oxigênio dissolvido – OD (mg/L) foi 

detectada no Porto do Açaí, já nos demais locais a mudança foi discreta.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Resultados médios gentilmente cedidos pelo pesquisador Bruno S. Carneiro, IEC/SVS/MS. 

Figura 15. Resultados médios das variáveis físico-químicas


 e positividade para NoV de 

acordo com o local de coleta durante o período do estudo. OD= oxigênio dissolvido, Temp= 

temperatura, Turb= turbidez, STD= sólidos totais dissolvidos, Cond= condutividade, Posit= 

positividade.  

 

Com relação ao pH, as médias mínimas e máximas encontradas foram de: 5,1 e 

6,4 (ETA); 5,3 e 6,8 (Bolonha); 5,7 e 6,7 (Água Preta); 6,0 e 6,9 (Porto do Açaí); 5,0 e 6,4 

(Ver-o-Peso); 4,8 e 7,6 (Tucunduba). A EEE-UNA exibiu características físico-químicas 

bastante alteradas, característica peculiar de esgoto bruto (condutividade= 742,3; STD= 

383,1; OD= 0,9; turbidez= 74,4; pH mín/máx=  5,0/7,4). 

 

6.8. ASSOCIAÇÃO ENTRE CARACTERÍSTICAS CLIMÁTICAS E 

POSITIVIDADE PARA NOROVÍRUS 

 

A temperatura se manteve praticamente constante durante todo o período do 

estudo, com mínima de 25,7°C no mês de fevereiro/2009 e máxima de 28,5°C em 

setembro/2010, não havendo relação entre este parâmetro e a ocorrência de NoV. Assim como 

ocorrido na temperatura, se observou pequenas variações na umidade relativa do ar, 

apresentando valores elevados no período de maior precipitação (dezembro a junho), 
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comparado com a de menor intensidade chuvosa (julho a novembro). NoV foram mais 

detectados nos meses de julho e outubro de 2009 e agosto de 2010, onde a pluviosidade foi 

mais baixa (Figura 16). Deste modo, foi possível notar flutuação no que diz respeito à 

precipitação e positividade para NoV. No período menos chuvoso (julho a novembro) há uma 

tendência no aumento da positividade para NoV nos ambientes aquáticos e esgoto 

pesquisados, conforme pode ser observado na figura 16, ocorrendo também o inverso nos 

meses de maior pluviosidade, com decréscimo da mesma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Precipitação e positividade para NoV, no período de novembro de 2008 a outubro 

de 2010. Precip: precipitação, Pos: positividade. 
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7. DISCUSSÃO 

 

O NoV possui características de um agente infeccioso ideal o que o torna um 

patógeno altamente eficaz no estabelecimento da infecção e da doença (HALL, 2012) e que, 

por isso, é atualmente considerado o principal causador de surtos de gastrenterite aguda em 

todo o mundo, como também está associado a casos esporádicos (MARSHALL & 

BRUGGINK, 2011).  

Esse “sucesso” se deve, dentre outros fatores, a eficácia com que esse vírus é 

propagado, pois é altamente estável, resistindo a processos químicos de desinfecção e 

persistindo por longos períodos no ambiente (HALL, 2012). Nesse sentido, a falta de 

intervenções em saneamento, higiene e abastecimento de água com qualidade e 

microbiologicamente segura alertam para a ocorrência da doença diarreica na comunidade 

(FEWTRELL et al., 2005), pois a água atua como um importante veículo na disseminação de 

prováveis agentes etiológicos dessa doença, incluindo NoV.  

O presente estudo avaliou águas superficiais (baía, rio, igarapé, mananciais), 

esgoto não tratado e água tratada coletadas na região metropolitana de Belém-PA quanto à 

presença do genoma viral de NoV, obtendo-se 33,9% (57/168) de positividade, utilizando as 

técnicas de semi nested RT-PCR e/ou TaqMan® PCR em tempo real.  

Estudos semelhantes desenvolvidos em outras cidades brasileiras também já 

revelaram a circulação de NoV, entretanto em percentuais inferiores ao obtido em Belém (5,8 

em Manaus; 18,8 no Rio de Janeiro; 23,0 em Florianópolis) analisando amostras de águas 

superficiais de igarapés (MIAGOSTOVICH et al., 2008), lagoa destinada a recreação 

(VIEIRA et al., 2012), mar, além de água e esgoto após tratamento (VICTORIA et al., 

2010a). Em outros países, como no Japão, no entanto, se constata percentuais superiores ao de 

Belém, variando de 50% (KITAJIMA et al., 2010) a 63% (KISHIDA et al., 2012) em água de 

rio, enquanto nos EUA foi de 8,3% em água estuarina (GENTRY et al., 2009), cerca de 

quatro vezes menor ao encontrado no presente estudo. 

A alta positividade (79,2%) encontrada na EEE-UNA já era esperada por se tratar 

de amostras de esgoto que não recebem qualquer tratamento de desinfecção. Esse achado é 

preocupante, pois somente 8% dos efluentes oriundos dos 20 bairros atendidos por essa 

estação são tratados antes de serem lançados no corpo receptor (Baía do Guajará) na forma in 

natura.  



68 
 

 
 

No igarapé Tucunduba os NoV também foram recuperados em percentual 

relativamente alto (66,7%), que confirma a natureza impactada desse local, principalmente 

pelo lançamento indiscriminado de resíduos oriundos de esgoto doméstico podendo conter 

fezes contaminadas. Esses dados nos alerta para a falta de políticas públicas que visem 

diminuir a degradação que esses corpos hídricos vêm sofrendo.  

A baixa positividade para NoV no Porto do Açaí (25%) e no Ver-o-Peso (20,8%) 

são bastante intrigantes, uma vez que são ambientes aquáticos impactados, onde se observa o 

lançamento de grande quantidade de resíduos os quais são produzidos principalmente durante 

as atividades comerciais lá desenvolvidas. Essas águas são consideradas do tipo brancas (DA 

SILVA, 2006) onde se observa riqueza de cátions (cálcio, potássio, sódio, magnésio, etc.) que 

contribuem para proteção da partícula contra a inativação do calor (GERBA, 2007). 

Entretanto, é provável que a intensa hidrodinâmica peculiar desses ecossistemas aquáticos 

aliada às fortes correntes e marés possa ter facilitado a diluição dos poluentes e, assim, 

dificultado a detecção deste patógeno. Outra característica que deve ser levada em 

consideração na baixa ocorrência de NoV é a alta turbidez encontrada nesses pontos, uma vez 

que esse parâmetro é determinado pela presença de partículas em suspensão na água, as quais 

podem ter sido concentradas simultaneamente aos NoV e terem atuado como compostos 

inibidores (RODRÍGUEZ et al., 2012) nas reações moleculares.  

Essa hipótese foi evidenciada em estudo conduzido no México (FÉLIX et al., 

2010) com água marinha destinada a recreação, o qual demonstrou que o aumento de uma 

unidade de turbidez diminui o risco da presença de NoV no tipo de amostra em questão. Já em 

outra pesquisa realizada no Brasil, na cidade do Rio de Janeiro (VIEIRA et al., 2012) 

envolvendo uma lagoa, rio e praia, uma possível associação foi mencionada entre turbidez e 

presença de rotavírus, estando os NoV neste trabalho mais correlacionados com valores de 

pH.  

Os NoV também foram detectados em algumas amostras dos mananciais Bolonha 

(29,2%) e Água Preta (16,7%), no entanto, o processo de tratamento aplicado na ETA se 

mostrou bastante eficiente, pois não houve casos positivos para NoV nas águas após 

tratamento. Embora o presente estudo tenha evidenciado a eficácia de desinfecção, já há relato 

na literatura de um grande surto de gastrenterite por NoV associado ao consumo de água 

contaminada (KUKKULA et al., 1999) ocorrido na Finlândia, onde a cepa de NoV GII foi 

idêntica tanto nos espécimes fecais colhidos dos pacientes, como na água de torneira do 
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município de Heinavesi, demonstrando que a cloração efetuada não foi suficiente para 

eliminar os NoV. 

Além de apontar a circulação dos NoV nas águas e esgoto de Belém, nossos 

resultados ainda revelam alto percentual de coexistência entre os genogrupos I e II (20,8%) 

que são associados com infecção em humanos, principalmente nas amostras oriundas da EEE-

UNA e igarapé Tucunduba. La Rosa et al. (2010b) na Itália também observou alta incidência 

de GI+GII (89,1%) em esgoto bruto utilizando nested PCR, além disso GI foi mais prevalente 

do que GII (4,7% x 3,1%), o que também ocorreu em Belém e em outra pesquisa 

desenvolvida no Sul do Brasil, na cidade de Florianopólis (MORESCO et al., 2012) 

analisando águas costeiras por PCR quantitativo em tempo real (qPCR). 

Avaliando algumas pesquisas realizadas no ambiente pode-se observar como é 

comum tanto nos ambientes aquáticos (KITAJIMA et al., 2010; MORESCO et al., 2012) 

como em esgoto (IWAI et al., 2009; LA ROSA et al., 2010b; KITAJIMA et al., 2012) a 

detecção de GI em percentuais iguais ou superiores a GII. Isto difere dos achados clínicos 

relatados na literatura, em que GII é mais comumente encontrado e intimamente associado a 

casos esporádicos e surtos de gastrenterite (GLASS et al., 2009), sendo GI de baixa 

prevalência. Na Austrália, por exemplo, apenas 4,3% dos surtos ocorridos nos anos de 2002 a 

2010 foram ocasionados por GI, enquanto GII foi responsável por 95,2% dos mesmos, e 

GI+GII corresponde a uma pequena parcela equivalente a 0,5% (BRUGGINK et al., 2012). 

Mesmo que GII seja a principal causa de infecção por NoV, surtos associados com a via 

hídrica são geralmente atribuídos à cepas GI (MATTHEWS et al., 2012). 

Siqueira et al. (2011, 2013), analisando casos de crianças hospitalizadas com 

gastrenterite em Belém no período de maio/2008 a abril/2010, demonstrou que todas as 

amostras que foram caracterizadas pertenciam ao genogrupo II. Porém o GI já foi detectado 

em estudos conduzidos nos municípios de Belém em 2003 (ARAGÃO et al., 2010) e 

Ananindeua em 2009 (ARAGÃO et al., 2013), sendo o primeiro durante uma vigilância para 

rotavírus do grupo A em episódios graves de diarreia aguda e, o segundo, em amostras fecais 

provenientes de uma comunidade semi-fechada, de remanescentes de afro descendentes 

(Quilombola). 

Assim, a detecção nas amostras ambientais não apenas de GII, mas também de GI 

demonstra que este último tem circulado na comunidade em Belém, visto que este genogrupo 

inclui apenas cepas que infectam humanos (CENTRO DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE 

DOENÇAS, 2011). Essa detecção expressiva no ambiente de GI sugere que o mesmo esteja 
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associado com infecções mais brandas ou até mesmo assintomáticas, o que subestima o real 

impacto deste genogrupo nas infecções por NoV, já que GII é o mais frequente em casos 

(ARAGÃO et al., 2010; FIORETTI et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2013) e surtos 

(MATTHEWS et al., 2012) de gastrenterite. 

Comparando os resultados obtidos nas duas metodologias de detecção molecular 

não houve muita diferença com relação ao número de amostras positivas para NoV por semi 

nested (n=45) e TaqMan® PCR em tempo real (n=46) nas amostras ambientais analisadas. 

Contudo, outras pesquisas apontam recuperação de NoV em percentuais mais elevados qPCR 

comparado com os resultados obtidos por PCR qualitativa. Victoria et al. (2010b) detectaram 

NoV em 29% das amostras de influente/efluente por semi nested, elevando-se para 58% 

quando do uso da qPCR. Esse aumento perceptível já foi observado também na detecção do 

vírus da hepatite A em amostras de água, nas quais De Paula et al. (2007) verificou um 

elevado percentual de positividade pelo qPCR (92%) em contrapartida ao uso de nested RT-

PCR (23%). 

Os genótipos de GI e GII mais detectados nas amostras ambientais de Belém 

foram GI.8 (n=8) e GII.4 (n=12), respectivamente. O genótipo GI.8 já foi associado à 

gastrenterite entre crianças hospitalizadas e atendidas em ambulatório no Paraguai 

(GALEANO et al., 2013), bem como em um surto na Austrália em uma unidade de saúde 

(BRUGGINK et al., 2012). No Brasil esta cepa foi primeiramente encontrada em um caso 

esporádico ocorrido em 1995 em uma creche no Rio de Janeiro (FERREIRA et al., 2012b). A 

ocorrência do genótipo GI.4 já foi relatada no Brasil, na cidade de Belém-PA, (ARAGÃO et 

al., 2010), como GI.1 e GI.4 no estado do Espírito Santo (VICENTINI et al., 2013), ambos 

em casos clínicos. Já em outros estudos voltados à virologia ambiental estes genótipos já 

foram detectados no Japão, em amostras de esgoto (KITAJIMA et al., 2012) e rio 

(KITAJIMA et al., 2010). De acordo com nosso levantamento bibliográfico esta é a primeira 

descrição de GI.1 e GI.8 a partir de amostras ambientais no Brasil. 

A cepa GII.4 foi a mais detectada nos ambientes aquáticos e esgoto de Belém. De 

fato esse genótipo é o mais associado a infecção em humanos de acordo com o relatado na 

literatura no Brasil (FIORETTI et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2011, 2013; ARAGÃO et al., 

2010, 2013; VICENTINI et al., 2013) e no mundo, sendo responsável por 43,7% dos casos 

esporádicos e 85,8% dos surtos (BULL et al., 2006). 

O fato pelo qual NoV GII.4 ainda se mantém como o genótipo dominante entre os 

casos e surtos de gastrenterite pode estar relacionado com a frequência com que esses vírus 
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sofrem mudanças genéticas, principalmente mutação e recombinação (MARSHALL & 

BRUGGINK, 2011), as quais culminam com o surgimento de novas formas, denominadas 

“variantes” (BULL et al., 2006; SIEBENGA et al., 2009), a exemplo da cepa NoV GII.4 

variante Sidney 2012 (VAN BEEK et al., 2013), a qual foi recentemente associada à alta 

incidência nos casos ou surtos em diversos países, como no Brasil (SILVA et al., 2013), Itália 

(GIAMMANCO et al., 2013), Dinamarca (FONAGER et al., 2013), Inglaterra (ALLEN et 

al., 2014) dentre outros.  

Uma amostra do lago Bolonha obtida em maio/2009 mostrou uma grande 

semelhança nucleotídica e aminoacídica em relação à GII.4 variante Sidney 2012, o que 

indicaria que a mesma já estaria circulando nas águas antes de acometer humanos. Deste 

modo, foi testada outra região do genoma, denominada subdomínio P2 da proteína VP1 do 

capsídeo viral, onde ocorre a maioria das mutações entre os genótipos (VEGA et al., 2011), 

sendo dessa forma uma região bastante variável, entretanto os produtos amplificados obtidos 

não apresentaram boa qualidade, sendo impossível completar a análise.  

Além de GII.4, os genótipos GII.6 (13,6%), GII.9 (9,1%), GII.12 e GII.14 (4,5%) 

também foram observados, porém em menor incidência. GII.6 foi detectado no igarapé 

Tucunduba em 2009 e na EEE-UNA em 2010 e o mesmo foi descrito em fezes de humanos 

no município de Ananindeua-PA em 2008 (ARAGÃO et al., 2013) assim como em outros 

locais do país, como Rio de Janeiro (FERREIRA et al., 2012b) e Espírito Santo (VICENTINI 

et al., 2013) em amostras clínicas e, no Japão, em esgoto (KITAJIMA et al., 2012) e rio 

(KITAJIMA et al., 2010). 

No presente estudo, a circulação de GII.12 ocorreu em uma amostra de esgoto em 

setembro de 2009, sendo detectada também no mesmo ano em Sergipe, Minas Gerais e Rio 

Grande do Sul em espécimes fecais provenientes de casos ou surtos de gastrenterite aguda, de 

acordo com estudo de Fioretti et al. (2011) sobre a diversidade genética de NoV no Brasil. O 

genótipo GII.14 encontrado no igarapé Tucunduba em julho de 2010 já foi responsável por 

um surto nosocomial em hospital do Rio de Janeiro no ano de 2007 (FERREIRA et al., 2010). 

O NoV foi detectado em 35,4% (34/96) das amostras que também apresentaram 

concentração de coliformes termotolerantes maior do que o estabelecido pela legislação 

vigente, não havendo correlação entre detecção de NoV e quantificação de coliformes nas 

amostras provenientes dos mananciais Bolonha e Água Preta. Ao avaliar correlação entre 

quantificação de Escherichia coli e detecção de NoV, Vieira et al. (2012) observaram 

distribuição homogênea entre esses dois parâmetros não sendo possível estabelecer se houve 
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uma associação positiva ou negativa entre eles. Moresco et al. (2012) também não 

evidenciaram correlação entre vírus e coliformes fecais, esclarecendo a importância da 

inclusão da análise virológica na avaliação da qualidade da água, principalmente naquelas 

utilizadas para recreação e cultura de moluscos.  

Não foi possível verificar nenhuma interferência dos parâmetros físico-químicos 

com relação à presença ou ausência de NoV nos locais estudados, com exceção do Porto do 

Açaí e Ver-o-Peso como já mencionado anteriormente.  

Pela análise dos parâmetros climáticos foi observado que houve relação negativa 

entre precipitação e presença de NoV, ou seja, no período caracterizado como mais chuvoso 

(dezembro a junho) há um decréscimo na positividade para esse agente nas amostras 

ambientais, o qual só retorna a ascender quando inicia a temporada de menor índice 

pluviométrico. Em Belém, a forte intensidade de chuvas provoca a subida das águas que 

banham a região, gerando maior diluição nesses ambientes aquáticos. Dessa forma é possível 

supor que esse fator tenha influenciado diretamente na diminuição da positividade para NoV 

observada nos meses em que há maior índice pluviométrico, ocorrendo claro aumento na 

presença desse vírus justamente quando as chuvas diminuem de intensidade. 

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram pela primeira vez a circulação 

relativamente alta de NoV nas águas e esgoto de Belém. Embora esse agente possua natureza 

fastidiosa e dessa forma não seja possível comprovar sua viabilidade e infectividade nas 

amostras analisadas, a detecção do genoma viral nos ecossistemas aquáticos estudados 

demonstra a existência de contaminação fecal nesses locais, os quais também podem conter 

outros patógenos humanos, como bactérias, protozoários e helmintos, representando assim um 

risco para a saúde humana caso haja contato e/ou consumo dessas águas.  

Sabendo da importância da água como um bem indispensável para a manutenção 

da vida no planeta, torna-se extremante essencial o estabelecimento de políticas que visem à 

promoção de saúde ambiental, por meio de intervenções em saneamento e acesso a água 

tratada, os quais terão impactos positivos no sentido de que sociedade terá mais qualidade de 

vida, diminuindo não somente os gastos com saúde como também a degradação do ambiente. 
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8. CONCLUSÕES 

 

 Norovírus dos genogrupos I e II foram detectados na cidade de Belém em 

percentuais relativamente altos; 

 Os locais mais contaminados por norovírus foram o Igarapé Tucunduba e a EEE-

UNA. Esse vírus também foi detectado nos demais pontos de amostragem, porém 

em menor incidência, com exceção da ETA-Bolonha onde não houve amostras 

positivas; 

 O semi nested RT-PCR e o TaqMan® PCR em tempo real no presente estudo se 

mostraram bons métodos de detecção molecular de norovírus a partir de amostras 

ambientais, com boa concordância de resultados entre essas metodologias (>80%); 

 Todos os genótipos de norovírus GI e GII detectados nas águas e esgoto de Belém 

já foram descritos em associação à casos clínicos, seja no Brasil ou em outros 

países; 

 Nas amostras oriundas dos mananciais Bolonha e Água Preta não houve relação de 

dependência entre contaminação por norovírus e concentração de coliformes 

termotolerantes acima do recomendado pela legislação; 

 A intensa hidrodinâmica peculiar do Porto do Açaí e Ver-o-Peso parece ter afetado 

a detecção de norovírus nas amostras provenientes desses locais; 

 No período de menor pluviosidade na cidade de Belém (julho a novembro) 

observou-se aumento na positividade para norovírus, a qual diminui notavelmente 

durante o período de maior precipitação (dezembro a junho); 

 Este foi um estudo pioneiro na detecção de norovírus na cidade de Belém, e os 

resultados obtidos demonstram que as águas de Belém sofrem com o despejo de 

efluentes contaminados com esse patógeno. Mais pesquisas são necessárias no 

sentido de monitorar a presença de norovírus, principalmente nas águas destinadas 

a consumo humano, como as do Bolonha e Água Preta e da ETA-Bolonha. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

 Iniciar a pesquisa do genogrupo IV de norovírus que também está associado 

com infecção em humanos em outros pontos de amostragem; 

 Clonar a amostra proveniente do lago Bolonha (maio/2009) que mostrou 

similaridade com a variante GII.4 Sidney 2012, no sentido de obter produto 

com qualidade satisfatória que permita uma nova análise pela região P2 da 

proteína capsidal VP1 utilizada para determinar variantes específicas; 

 Realizar mais análises nas amostras que apresentaram divergências, quando de 

sua caracterização; 

 Tentar estabelecer outros métodos de concentração de amostras ambientais, 

como a floculação com leite desnatado. 
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