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RESUMO
Objetivou-se caracterizar a exposição humana à infecção por bactérias 

e vírus via ingestão, considerando os cenários: tratamento do lodo 

(cenário 1); uso do lodo como adubo agrícola (cenário 2) e consumo de 

hortaliças adubadas com lodo (cenário 3). A exposição foi caracterizada 

pelas concentrações de Escherichia coli, vírus entéricos cultiváveis (VEC) 

e colifagos somáticos (CS) nas amostras: lodo de esgoto em tratamento 

(LET), água de lavagem das mãos (ALM) no tratamento e no plantio, 

mistura solo + lodo (MSL) e hortaliças alface e cenoura. No cenário 1, em 

torno de 50–60 dias, as amostras LET apresentaram umidade < 10% e 

padrão classe A. Nas amostras LET, concentrações de CS variaram entre 

9,1 × 102 e 1,9 × 105 UFP.g-1 ST e de VEC entre 2,42 e 7,15 UFP.g-1 ST. No cenário 

2, CS foram detectados em 72% das amostras MSL com concentrações 

entre 10 e 330 UFP.mL-1. Concentrações de E. coli ≤ 102 NMP.100 mL-1 foram 

detectadas nas amostras ALM-tratamento (63,7%). Para vírus, todas as 

ALM-tratamento foram negativas e 17,4% das ALM-plantio apresentaram 

VEC entre 3 e 409,2 UFP.mL-1. Todas as amostras de alface foram 

negativas para CS e VEC. Considerando-se as características dos cenários 

avaliados, trabalhadores do serviço de saneamento, trabalhadores rurais e 

consumidores de hortaliças estiveram expostos a baixas concentrações 

de E. coli e VEC. CS foram resistentes ao tratamento térmico e ao plantio, o 

que sugere seu potencial como indicadores de VEC.
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ABSTRACT
The aim of this study was to characterize human exposure to 

microbiological contamination (bacteria and viruses) via ingestion, 

considering the following scenarios: treatment of sludge (scenario 1); use 

of sludge as fertilizer (scenario 2) and consumption of vegetables fertilized 

with sludge (scenario 3). Exposure was characterized by the levels of 

Escherichia coli, cultivable enteric viruses (CEV) and somatic coliphages 

(SC) in the samples: sewage sludge under treatment (SST); handwashing 

water (HW) in treatment and planting; mix soil + sludge (MSL) and the 

vegetables lettuce and carrots. In scenario 1, SST samples presented < 10% 

humidity and class A pattern around 50–60 days; SC concentrations 

ranged from 9.1 × 102 to 1.9 × 105 PFU.g-1 TS, and CEV ranged from 2.42 

to 7.15 PFU.g-1 TS. In scenario 2, CS were detected in 72% of HW samples, 

and concentrations ranged from 10 to 330 PFU.mL-1. E. coli concentrations 

≤ 102 NMP.100 mL-1 were detected in HW-treatment samples (63.7%). 

Viruses were not detected in 100% of HW-treatments samples, and 17.4% 

of HW-plantings had CEV concentrations between 3 and 409.2 PFU.mL-1. 

All the vegetable samples were negative for SC and CEV. Considering the 

characteristics of the scenarios evaluated, sewage workers, rural workers 

and consumers of vegetables were exposed to low concentrations of 

E. coli and CEV. Somatic coliphages were resistant to heat treatment and 

planting, which supports their potential as indicators of CEV.
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INTRODUÇÃO
A produção de lodo é inerente aos processos de tratamento de esgoto e tende 
a aumentar em função do crescimento populacional e das melhorias no setor 
brasileiro de saneamento, mesmo que estas sejam, ainda, insuficientes. Dados 
do Sistema Nacional de Informações sobre Saneamento (SINIS) apontam, 

entre 2012 e 2015, discretos aumentos em serviços de esgotamento sanitário, 
como expansão da rede coletora (12,7%), volume de esgoto coletado (0,72%) e 
volume de esgoto tratado (6,9%) (BRASIL, 2017). Segundo a Pesquisa Nacional 
de Saneamento Básico, em 2000, apenas 2,8% dos municípios realizavam trata-
mento do lodo gerado em biodigestores, 8,3% realizavam apenas desaguamento 

https://doi.org/10.1590/S1413-415220190208

http://UFP.mL
http://UFP.mL
mailto:paulabevilacqua2@gmail.com
https://orcid.org/0000-0003-1585-0684
https://orcid.org/0000-0003-0015-2154
http://PFU.mL
http://PFU.mL
https://doi.org/10.1590/S1413-415220190208


222 Eng Sanit Ambient | v.26 n.2 | mar/abr 2021 | 221-230

Oliveira, J.F.; Fuji, K.; Bevilacqua, P.D. 

do lodo e 1,5% submetia o lodo a outros processos não explicitados (BRASIL, 
2000). O lodo de esgoto produzido (tratado ou não) tem sido destinado pelos 
municípios para incineração (1,6%), terreno baldio (7,9%), rio (13,4%), rea-
proveitamento (13,9%), aterro sanitário (37,1%) e outros destinos não especi-
ficados (26%) (BRASIL, 2008).

Tais dados sugerem alguma iniciativa do setor saneamento para propiciar 
destino ao lodo, porém muito aquém ainda da possibilidade de aproveitamento 
desse subproduto, considerando-se, por exemplo, a reciclagem de nutrientes 
com o uso agrícola do lodo. Essa prática de disposição final implica diferentes 
benefícios, como aumento do tempo de vida útil dos aterros sanitários, redu-
ção dos gastos da agricultura com insumos químicos e orgânicos, bem como 
reincorporação de carbono orgânico e diversos nutrientes (N, P, K), produ-
zindo efeitos favoráveis sobre as propriedades físicas, químicas e biológicas 
do solo (GOMES; NASCIMENTO; BIONDI, 2007; CHIBA; MATTIAZZO; 
OLIVEIRA, 2008).

Por outro lado, o uso agrícola do lodo implica perigos microbiológicos à 
saúde humana, constituindo importante obstáculo a essa prática. Tratamentos 
convencionais do esgoto apresentam diferentes eficiências de inativação e 
remoção, dependendo do micro-organismo, podendo resultar na sua trans-
ferência e significativa concentração no lodo produzido (VIAU; PECCIA, 
2009; WONG et al., 2010). Conforme estudo realizado por Viau et al. (2011), 
a digestão anaeróbica mesofílica apresentou redução média de 1,5 log10, 
1,3 log10 e 1,75 log10 das concentrações, respectivamente, de Escherichia coli, 
enterovírus infecciosos e colifagos. A compostagem do lodo digerido propor-
cionou, em média, redução de 3,6 log10 de bactérias indicadoras e patogêni-
cas e de 5,5 log10 de vírus patogênicos e bacteriófagos. A digestão anaeróbica 
termofílica apresentou redução média de 1,6 log10 de bactérias indicadoras 
e de 2,8 log10 de enterovírus.

Diferentes estudos também apontam a diversidade e as concentrações varia-
das tanto de organismos indicadores quanto de agentes patogênicos em lodo de 
esgoto: concentrações de E. coli variaram entre 103 e 107 NMP ou células.mL-1 
ou g-1 de lodo (GANTZER et al., 2001; POURCHER et al., 2005; EAMENS; 
WALDRON; NICHOLLS, 2006; WÉRY et al., 2008; WONG et al., 2010); colifagos 
somáticos (CS) apresentaram concentrações variando entre 105 e 108 UFP. g de 
sólidos totais (ST) (ASTALS et al., 2012; LEVANTESI et al., 2015); vírus entéri-
cos cultiváveis (VEC) variaram entre “não detectados” e 1,1 × 104 UFP.100 mL-1 
e 7 × 105 NMP.Kg-1 em lodos bruto e digerido, respectivamente (SOARES et al., 
1994; MONPOEHO et al., 2004; GUZMÁN et al., 2007; SATO et al., 2009; 
SALVADOR, 2011); o gênero Enterovírus apresentou densidades em cópias genô-
micas (CG) variando entre < 50 CG.g-1 e 5,14 × 104 CG.100 mL-1 (MONPOEHO 
et al., 2004; WONG et al., 2010; SIMMONS; XAGORARAKI, 2011; JEBRI et al., 
2014). Vírus patogênicos foram detectados nas seguintes concentrações: adeno-
vírus, por reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR), “não detec-
tados” a 109 CG.g-1 e, por cultivo celular, 70 a 5,2 × 104 UFP.l-1 (WILLIAMS JR.; 
HURST, 1988; SCHLINDWEIN et al., 2010); vírus da Hepatite A, 102 a 104 CG.g-1 
(SCHLINDWEIN et al., 2010; PRADO et al., 2013; RHODES et al., 2015); noro-
vírus 1 e 2, 102 a 107 CG.g-1 (WONG et al., 2010; SIMMONS; XAGORARAKI, 
2011; PRADO et al., 2013); e rotavírus, 2,5 × 101 a 1,6 × 102 CG.g-1 (PRADO et al., 
2013). A presença de patógenos no lodo pode expor diferentes grupos popula-
cionais quando da manipulação do lodo durante o tratamento (trabalhadores 
dos serviços de saneamento) ou práticas agrícolas (trabalhadores rurais) ou do 
consumo de produtos agrícolas (população em geral).

Para impedir impactos adversos à saúde humana, legislações são elabora-
das para regulamentar o processo de uso agrícola do lodo. No Brasil, os pro-
cedimentos relativos ao tratamento e ao padrão de qualidade e às orientações 
para o uso agrícola de lodos de esgoto estão normatizados na Resolução do 
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) nº 375/2006, a qual define 
duas classes de lodo (A e B). O lodo classe A é caracterizado por: coliformes 
termotolerantes (CTe) < 103 NMP.g-1 de ST; ovos viáveis de helmintos < 0,25 
ovo.g-1 de ST; Salmonella spp. ausência em 10 g de ST e vírus < 0,25 UFP ou 
UFF.g-1 de ST. O lodo classe B é definido por CTe < 106 NMP.g-1 de ST e ovos 
viáveis de helmintos < 10 ovos.g-1 de ST. A aplicação de lodo de esgoto classe B 
no solo está proibida, a não ser que “sejam propostos novos critérios ou limites 
baseados em estudos de avaliação de risco e dados epidemiológicos nacionais, 
que demonstrem a segurança do uso do lodo de esgoto Classe B” (BRASIL, 2006).

Contudo, críticas têm sido feitas a esses padrões e aos procedimentos de 
tratamento e manejo recomendados, os quais são considerados excessivamente 
rigorosos e restritivos, dificultando e desestimulando o aproveitamento do 
lodo de esgoto na agricultura (BASTOS et al., 2009; BASTOS; BEVILACQUA; 
MARA; 2013). Além disso, a legislação explicita que os critérios definidos para 
classificar o lodo classe B carecem de fundamentação científica ou empírica 
que garantam a segurança de seu uso, demandando a realização de pesquisas 
com tal finalidade. 

No Brasil, ainda são escassas as pesquisas realizadas, considerando-se a 
necessidade de subsidiar a legislação com informações que ajudem a revisar e 
estabelecer os critérios de qualidade e reavaliar o dimensionamento das restri-
ções de uso do lodo de esgoto. Entre as poucas pesquisas já realizadas, foram 
contemplados, de forma geral, os seguintes objetivos: verificar a qualidade 
microbiológica de lodos de esgoto produzidos em estações de tratamento de 
esgoto (SATO et al., 2009; SALVADOR, 2011); avaliar a eficiência de estraté-
gias de tratamento do lodo (LIMA, 2010; DIAS, 2012); avaliar a contaminação 
microbiológica e parasitária de hortaliças adubadas com lodo de esgoto classe 
B e discutir a resolução CONAMA no 375/2006 sob a perspectiva da metodo-
logia de avaliação de risco microbiológico (MAGALHÃES, 2012); e padronizar 
técnicas de biologia molecular para a detecção de vírus entéricos em amostras 
de lodo de esgoto (SCHLINDWEIN, 2009).

Assim, considerando a necessidade de produção de informações que sub-
sidiem os marcos normativos sobre uso agrícola de lodo de esgoto no país, o 
presente estudo objetivou: caracterizar a exposição humana à contaminação 
microbiológica do lodo durante o tratamento por secagem em estufa agrícola 
(trabalhadores do setor saneamento); o uso agrícola no plantio de hortaliças 
(trabalhadores rurais); e o consumo de hortaliças adubadas com lodo de esgoto.

METODOLOGIA

Procedência e tratamento do lodo
O lodo de esgoto utilizado na pesquisa era proveniente da Unidade Integrada 
de Tratamento e Utilização de Esgotos da Violeira (ETE Violeira), situada no 
bairro Violeira, no município de Viçosa, Minas Gerais. A ETE Violeira era 
operada pelo Serviço Autônomo de Água e Esgoto (SAAE-Viçosa), em parce-
ria com a Universidade Federal de Viçosa (UFV), tratando o esgoto doméstico 
proveniente dos domicílios do bairro, que totalizava, aproximadamente, mil 
habitantes. A estação tratava cerca de 100 m3.d-1 de esgoto, sendo composta 
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de um conjunto reator anaeróbio de fluxo ascendente (upflow anaerobic sludge 
blanket — UASB) e biofiltro aerado submerso (inativado), ambos em escala 
real, pré-fabricados em aço. O reator UASB apresentava as seguintes dimen-
sões: volume de 48 m3, altura de 5,70 m e tempo de detenção hidráulica de 7 h. 
O desaguamento do lodo excedente descartado do reator UASB era realizado 
em leito de secagem, composto de duas células paralelas (2 m de largura por 4 
m de comprimento cada) e estrutura metálica sem cobertura de lona plástica 
transparente. Durante o experimento, o lodo era descartado no leito de seca-
gem mensalmente e lá permanecia por 14 dias para a redução de volume e da 
umidade até, aproximadamente, 60%. Quando essa condição era atingida, a 
camada de lodo era desfeita pela pesquisadora principal, protegida por equipa-
mentos de proteção individual (calça, bota plástica, jaleco, luva, máscara facial 
filtrante e óculos), e, posteriormente, o lodo era transferido para sacos plásti-
cos e transportado para a etapa de tratamento.

Cenários de exposição
Foram concebidos três cenários (Quadro 1) de exposição humana considerando 
as seguintes práticas e populações expostas: tratamento do lodo realizado por 
trabalhadores do serviço de saneamento (cenário 1); uso do lodo como adubo 
por trabalhadores rurais (cenário 2) e consumo de hortaliças cultivadas em 
solo adubado com lodo (cenário 3). Nesses cenários, a exposição humana foi 
baseada na possibilidade de infecção por bactérias e vírus via ingestão aciden-
tal de partículas de lodo, pela população exposta, ao levar as mãos à boca ou 
consumir hortaliças adubadas com lodo. A caracterização da exposição foi 
realizada pela determinação dos níveis de contaminação das amostras: lodo de 
esgoto em tratamento (LET), mistura solo + lodo (MSL), água de lavagem das 
mãos (ALM) e hortaliças cultivadas. Após serem coletadas, todas as amostras 
foram acondicionadas sob refrigeração em caixas térmicas e encaminhadas 
para análise no Setor de Medicina Veterinária Preventiva e Saúde Pública do 
Departamento de Veterinária da UFV (SMVPSP/DVT/UFV). 

A seguir são descritos os três cenários de exposição, seus respectivos 
componentes e os procedimentos analíticos adotados para a caracterização 
da exposição. Em todos os cenários, durante a execução dos procedimentos, 
a pesquisadora principal e os colaboradores voluntários da pesquisa utiliza-
ram equipamentos de proteção individual (calça, bota plástica, jaleco, luva, 
máscara facial filtrante e óculos).

Cenário 1: tratamento de lodo de  
esgoto por secagem em estufa agrícola
O lodo proveniente do leito de secagem foi tratado em estufa agrícola, localizada 
na área da Divisão de Água e Esgoto da UFV. A estufa apresentava as seguintes 
características: 9 m de comprimento por 6 m de largura (54 m2); pilares e arcos 
metálicos; cobertura, partes laterais, posterior e frontal em lona plástica trans-
parente; porta em estrutura metálica e lona plástica (parte frontal); ausência 
de sistema de ventilação e piso não impermeabilizado em concreto. Cada lodo 
excedente descartado do reator, desaguado no leito de secagem e tratado em 
estufa agrícola, correspondeu a um lote (L). O tratamento consistiu na forma-
ção de leira com altura máxima de 40 cm de altura, submetida à secagem no 
interior da estufa, com revolvimento manual do conteúdo uma vez por semana, 
com auxílio de enxada. Os lotes de lodo tratado, totalizando nove, foram pro-
duzidos entre fevereiro e novembro de 2015.

No cenário 1, a população exposta (trabalhadores do serviço de sanea-
mento responsáveis pelo revolvimento das leiras e coleta de amostras de 
lodo) foi representada pela pesquisadora principal. A exposição foi caracte-
rizada pela coleta semanal de amostras de LET na estufa e amostras de ALM 
(ALM-tratamento). Amostras de LET foram coletadas após revolvimento 
da leira com uma pá de jardinagem, por amostragem simples de diferentes 
locais e profundidades, totalizando em torno de 2.000 g/amostra. As amostras 
foram submetidas ao procedimento de quebra dos torrões usando soquete 
de madeira, homogeneizadas e colocadas em saco plástico estéril (700 g). 
Amostras de ALM-tratamento foram obtidas após cada evento de exposição 
(revolvimento das leiras e coleta das LET), vertendo-se 250 mL de solução 
salina de tampão fosfato (PBS) refrigerada sobre as mãos, protegidas por 
luvas de látex, e friccionando-se uma contra a outra, enquanto o volume do 
lavado era coletado em um conjunto estéril composto de funil inserido em 
frasco reagente (Schott®).

Os parâmetros E. coli, CS e VEC foram pesquisados em ambas as amostras 
e umidade e pH foram determinados apenas nas amostras de LET.

Cenário 2: uso agrícola de lodo de esgoto
Lodo de esgoto tratado por secagem em estufa agrícola foi utilizado como 
adubo no cultivo de alface (Lactuca sativa) e cenoura (Daucus carota subsp. 
sativus). No delineamento do cenário, optou-se por caracterizá-lo de forma 

Quadro 1 – Componentes dos cenários de exposição e elementos utilizados para a caracterização da exposição a Escherichia coli e vírus entéricos.

Cenários Fonte da exposição Forma de exposição População exposta
Caracterização da exposição

Amostras coletadas Parâmetros pesquisados

1
Lodo de esgoto durante 

tratamento

Ingestão acidental de 

partículas de lodo ao levar 

as mãos à boca

Trabalhadores do 

serviço de saneamento

LET

ALM-tratamento

LET: Escherichia coli, CS, VEC, U e pH

ALM-tratamento: E. coli, CS e VEC

2

Lodo de esgoto 

utilizado como adubo 

no plantio de hortaliças

Ingestão acidental de 

partículas de lodo ao levar 

as mãos à boca

Trabalhadores rurais
MSL

ALM-plantio

MSL: CS e VEC

ALM-plantio: CS, VEC e E. coli

3
Hortaliças adubadas 

com lodo de esgoto 

Consumo de hortaliças 

adubadas com lodo

População consumidora 

de hortaliças cruas 

(alface e cenoura)

Hortaliças CS e VEC

LET: lodo de esgoto em tratamento; ALM: água de lavagem das mãos; MSL: mistura solo + lodo; CS: colifagos somáticos; VEC: vírus entéricos cultiváveis; U: umidade.

Fonte: elaborado pelos autores (2019).
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mais desfavorável, ou seja, potencializando a exposição. Assim, as hortaliças 
utilizadas foram selecionadas com base nos seguintes critérios: 
• hortaliças comuns na dieta da população brasileira; 
• hortaliças consumidas cruas; 
• crescimento da alface rente e da cenoura dentro do solo, favorecendo a 

contaminação; 
• tempos de cultivo relativamente rápidos (30 – 90 dias); 
• procedimentos de plantio e colheita realizados manualmente pelo traba-

lhador rural. 

Também de forma a potencializar a exposição aos vírus, foram inocula-
das suspensões de vírus de referência nos lotes de lodo utilizados como adubo.

No plantio das hortaliças, realizado na mesma estufa agrícola utilizada 
para tratamento do lodo, foram empregados, como adubo, lotes de lodo 
caracterizados como classe A (L3, L4, L5 e L6) ou classe B (L6 e L7), depen-
dendo da fase de tratamento na estufa agrícola e da obtenção dos lotes de 
lodo para plantio. Para cada lote foi realizado o plantio de dois canteiros de 
alface e dois canteiros de cenoura, e para cada cultura, em um dos canteiros, 
foi adicionado lodo de esgoto previamente contaminado com volume de sus-
pensões de vírus que resultasse em concentrações finais de 103–104 UFP.mL-1 
de poliovírus 1 Sabin e de CS Phi X174. As suspensões de vírus foram manti-
das sob refrigeração, em banho de gelo em caixa térmica, até o momento de 
contaminação de cada lote de lodo. Foram produzidos 24 canteiros, sendo 
12 de alface (seis contaminados artificialmente) e 12 de cenoura (seis conta-
minados artificialmente).

Previamente à montagem dos canteiros, realizada conforme Magalhães 
(2012), as quantidades necessárias de lodo de esgoto e de solo foram pesadas 
e mantidas separadas em sacos plásticos até o momento de mistura. O solo 
utilizado nos plantios foi obtido na área do entorno da estufa. As mudas de 
alface e sementes de cenoura foram adquiridas no comércio local. Cada can-
teiro possuía três fileiras e, ao longo de cada fileira, foram plantadas quatro 
mudas de alface ou colocadas as sementes de cenoura. A irrigação dos can-
teiros era diária, no início da manhã ou fim da tarde, com água tratada pro-
veniente da estação de tratamento de água da UFV, que é monitorada e apre-
senta ausência de E. coli.

No cenário 2, a população exposta de trabalhadores rurais foi represen-
tada por dois servidores do SMVPSP/DVT/UFV, colaboradores voluntários da 
pesquisa (Trabalhador 1 e Trabalhador 2), que realizaram os seguintes procedi-
mentos relacionados à exposição: aplicação prévia do lodo (tratado ou conta-
minado) ao solo, montagem do canteiro e plantio das hortaliças. Os servidores 
utilizaram um par de luvas de látex por evento de exposição, de forma que, entre 
um evento e o seguinte, as mãos de cada um, individualmente, foram lavadas 
com 120 mL PBS para coleta de amostras de ALM (ALM-plantio), conforme 
descrito no cenário 1.

Nesse cenário, a exposição também foi caracterizada com base na coleta 
de amostras da MSL de cada canteiro, no momento da colheita das hortaliças, 
que ocorreu 52 dias após o plantio. As amostras de aproximadamente 700 g 
foram obtidas após revolvimento do canteiro, acondicionadas em saco plástico 
estéril e mantidas sob refrigeração em caixas térmicas.

Os parâmetros CS e VEC foram pesquisados em ambas as amostras (MSL 
e ALM-plantio). Já o parâmetro E. coli foi pesquisado somente nas amostras 
ALM-plantio.

Cenário 3: consumo de hortaliças  
cultivadas em solo adubado com lodo
A exposição ao consumidor foi caracterizada com base na verificação da con-
taminação por CS e VEC nas hortaliças após o período de 52 dias do cultivo.

Determinação de parâmetros físicos e químicos
Os teores de umidade foram determinados conforme Andreoli (1999). 
A determinação dos teores de ST foi realizada conforme o método 2.540G 
(APHA; AWWA; WEF, 1998). O pH foi aferido segundo o método 9.045D 
(USEPA, 2004).

Detecção e quantificação de Escherichia coli
A identificação e a quantificação de E. coli foram realizadas pelo método cro-
mogênico-fluorogênico, utilizando cartela Quanti-Tray® 2000 (IDEXX®) e 
meio de cultura Colilert®. As concentrações de E. coli nas amostras de 100 mL 
de ALM-tratamento foram expressas em NMP.100 mL-1 da amostra. Já para as 
amostras diluídas (10-1–10-7) de LET (20 g), a concentração de E. coli foi expressa 
em NMP.g-1de ST e calculada pela Equação 1:

 (1)

Em que:
NMP = número mais provável;
ST = sólidos totais.

Vírus, células e produção de inóculos
Como controle positivo para VEC foi utilizado poliovírus 1 Sabin e, para sua 
multiplicação, células derivadas de rabdomiossarcoma humano (células RD) 
com passagens entre 171 e 185, cultivadas em meio mínimo essencial e de 
Leibovitz (L-15), na proporção 1:1, com soro fetal bovino a 15%, sendo rea-
lizados subcultivos de 1:3 a cada 72 horas. Suspensões de poliovírus 1 Sabin 
foram produzidas com a inoculação de 500 μL de suspensão viral em cultura 
de 24h de células RD com 90 a 100% de confluência.

Como controle positivo para CS, foi usada a cepa Phi X174 (ATCC#13706-B1) 
e sua respectiva bactéria hospedeira, E. coli CN13 (ATCC#15597-B1). As suspen-
sões do colifago Phi X174 foram produzidas com a inoculação desse vírus em 
cultura da bactéria hospedeira na fase log de crescimento, na proporção 1:2. Essa 
mistura era incubada em estufa a 37°C por 4 horas para multiplicação do vírus. 
Após os períodos de incubação para cada vírus, as suspensões eram centrifu-
gadas a 8.000 rpm por 10 minutos a 4°C e, em seguida, filtradas em membrana 
de ésteres de celulose (nitrato e acetato) de porosidade 0,22 μm (USEPA, 2001).

Uma alíquota de cada suspensão era retirada para quantificação de vírus, 
obtendo-se inóculos de poliovírus 1 Sabin (concentração: 105–108 UFP.mL-1) 
e de colifago Phi X174 (concentração: 106–1010 UFP.mL-1); as suspensões dos 
inóculos eram armazenadas, respectivamente, a -80°C e 4°C.

Eluição, concentração e quantificação de vírus
Para a detecção de VEC e CS, foram processadas as seguintes quantidades das 
amostras: 
• LET e MSL — quantidade equivalente a 12 g de ST da amostra; 
• ALM-tratamento — 100 mL; 
• LET-plantio — 100 mL da diluição 1:100; 

http://UFP.mL
http://UFP.mL
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• alface — plantas de tamanho pequeno foram utilizadas em sua totalidade 
(máximo 20 g) e plantas de tamanho maior derivaram duas amostras de 
10 g cada, constituídas de folhas externas e internas. 

A pesquisa de vírus foi realizada em duplicata para as amostras MSL, por 
constituírem matriz muito complexa.

Para a eluição e concentração de VEC e CS das amostras LET, ALM-tratamento, 
ALM-plantio, MSL e de alface foi empregada a técnica descrita em EPA/600/R-07/118 
(USEPA, 2007). Para amostras de alface, a eluição de vírus foi realizada em sacos 
plásticos estéreis, contendo 50 mL de extrato de carne 1% pH 9 com glicina (50 mM) 
e MgCl2 (50 mM), e foi efetuada homogeneização manual por 15 minutos. Ao tér-
mino do procedimento, retirava-se uma alíquota de cada amostra para a realização 
do teste de esterilidade e a todas as amostras adicionavam-se 500 μL de gentamicina 
(10 mg.mL-1) antes do armazenamento à temperatura de -80°C. 

A quantificação de CS foi realizada pelo ensaio de plaqueamento em ágar 
duplo (USEPA, 2001) e o resultado expresso em UFP.mL-1. A carga de VEC foi 
quantificada pelo método da diluição limitante (50% tissue culture infectious dose 
— TCID50), usando células RD/passagens 171–185 com concentração de 1–2 × 
105 células.mL-1, e calculada pelo método Spearman-Kärber (HIERHOLZER; 
KILLINGTON, 1996). A carga de vírus expressa em TCID50 foi transformada 
em UFP com a multiplicação pelo fator de conversão 0,69 (DAELEMANS et al., 
2011). Para amostras líquidas de ALM-tratamento, ALM-plantio e alface, o 
resultado foi mantido em UFP.mL-1 e, para LET e MSL, concentração viral foi 
calculada pela Equação 2 e expressa em UFP.g-1 de ST:

 (2)

Em que:
UFP = unidade formadora de placa;
ST = sólidos totais.

Controle de qualidade na  
recuperação e quantificação de vírus
O método utilizado para eluição e concentração de vírus das diferentes amostras 
oriundas dos experimentos foi avaliado quanto à eficiência. Para tanto, consti-
tuíram-se amostras controle positivo (ACP), com a inoculação de concentrações 
conhecidas (103 UFP.mL-1) de poliovírus 1 e colifago Phi X174 em quantidade 
equivalente a 12 g de ST amostras de lodo (ACP-lodo) e em 20 g de amostras 
da MSL (ACP-MSL) previamente descontaminada por calor úmido a 121°C 
por 30 minutos. Posteriormente, realizavam-se eluição e concentração de vírus.

ACP de alface (ACP-alface) foram preparadas com folhas obtidas no comér-
cio local, imersas por 15 minutos em solução de hipoclorito de sódio (200 ppm), 
enxaguadas em água destilada autoclavada e secas com papel toalha estéril. 
Posteriormente, realizou-se o procedimento de contaminação, conforme BUTOT 
et al. (2007), no qual foram utilizadas amostras de 10 g de alface inoculadas com 
concentrações de 107–108 UFP.mL-1 de poliovírus 1 e colifago Phi X174. O per-
centual de recuperação de cada vírus foi determinado pela razão entre a concen-
tração de vírus na amostra processada e a concentração inoculada na amostra. 
Os percentuais foram determinados em 16 ensaios para as ACP-lodo, dois ensaios 
para ACP-MSL e três ensaios (com amostras em triplicata) para ACP-alface.

Amostras controle negativo de lodo (ACN-lodo), MSL (ACN-MSL) e 
alface (ACN-alface) foram constituídas com o objetivo de avaliar a ocorrência 

de resultados falso-positivos decorrentes da toxicidade das amostras para as 
células RD nos ensaios de quantificação de VEC por TCID50, e para as bacté-
rias hospedeiras com a quantificação de colifagos nos ensaios de plaqueamento 
em ágar duplo. As ACN foram preparadas conforme as ACP, sendo isentas da 
inoculação de vírus de referência.

RESULTADOS

Cenário 1: tratamento de lodo de  
esgoto por secagem em estufa agrícola
A maioria dos lotes de lodo (6) apresentou teores de umidade inicial entre 60 
e 80% e final entre 2 e 4%. Os valores médios do pH variaram de 5.3 (L3) a 6.4 
(L9), indicando tendência a leve acidificação. Quanto à qualidade bacteriológica, 
exceto em L1, que apresentou problemas nas diluições, L3, L4 e L6 foram trans-
portados para estufa já com qualidade bacteriológica equivalente ao lodo classe 
B (< 1 × 106 NMP E. coli.g-1 de ST), enquanto L5, L7 e L8 levaram até 20 dias 
para alcançar essa qualidade. O tempo de tratamento necessário para que os 
lotes passassem do tipo classe B para classe A (< 1 × 103 NMP E. coli.g-1 de ST) 
foi, no mínimo, 28 dias (L4), no máximo, 88 dias (L5) e, em média, 50–60 dias. 
Para L9, as densidades de E. coli ainda eram superiores a 106 NMP.g-1 de ST no 
encerramento do monitoramento (25 dias) (Tabela 1).

VEC foram detectados em três (2,5%) das 119 amostras analisadas, nos L6 (duas 
amostras) e L7 (uma amostra), somente após passagem em monocamada de células 
RD. As cargas virais obtidas na titulação foram: 2,42 UFP.g-1 de ST (L6), 7,15 UFP.g-1 
de ST (L6) e 3,25 UFP.g-1 de ST (L7) (Tabela 1). CS foram detectados em amostras 
de LET dos lotes L1, L3, L6, L7, L8 e L9, totalizando 18 (15,1%) amostras. Em L1, 
L3 e L9, as amostras positivas foram identificadas até o 26º dia de tratamento, com 
concentrações de CS: variando de 5,6 × 104 a 9,1 × 102 UFP.g-1 de ST, em amos-
tras com umidade de 83,1 a 22,6% (L1); variando de 2,1 a 6,7 × 103 UFP.g-1 de ST, 
em amostras com umidade de 80 a 71,1% (L3); e igual a 1 × 105 UFP.g-1 de ST, em 
amostra com 16,3% de umidade (L9). L6 apresentou uma única amostra positiva 
(63º dia de tratamento) com concentração de colifago igual a 1,1 × 104 UFP.g-1 de 
ST, em amostra com 4,7% de umidade. Em L7, amostras com umidade inferior a 
10% apresentaram concentrações de colifagos entre 1,5 × 105 UFP.g-1 de ST (41º 
dia de tratamento) e 8 × 103 UFP.g-1 de ST (70º dia de tratamento). Em L8, do 7º ao 
49º dia, a concentração de colifagos variou de 1,9 × 105 a 2,2 × 104 UFP.g-1 de ST e 
a umidade reduziu de 13,8 para 2,7% (Tabela 1). O percentual médio de recupe-
ração de poliovírus 1 Sabin nas amostras ACP-lodo (16) foi 22,1% (7,2 a 53,4%) 
e, para colifago Phi X174, 29,7% (8,4 a 55,6%). As amostras ACN-lodo (16) não 
apresentaram efeitos citotóxicos para células RD ou para as bactérias hospedeiras. 

Quanto às amostras de ALM-tratamento, 63,6% (21) e 33,3% (11) apre-
sentaram concentrações de E. coli compreendidas, respectivamente, nos inter-
valos ≤ 102 NMP.100 mL-1 e entre 102–104 NMP.100mL-1. Apenas uma amostra 
apresentou resultado superior (2,4 × 105 NMP.100 mL-1). A detecção de VEC e 
CS foi negativa em todas as 33 amostras.

Cenário 2: uso agrícola de lodo de esgoto
Durante a etapa de plantio das hortaliças, obtiveram-se 48 amostras ALM-plantio. 
Em 68,8% delas foram determinadas concentrações de E. coli ≤ 102 NMP.mL-1 e, 
em 31,3%, concentrações entre 102 e 104 NMP.mL-1. Na pesquisa de vírus, testa-
ram-se 46 amostras, todas negativas para a presença de CS. Vírus entéricos foram 

http://mg.mL
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detectados em 17,4% das amostras (75% pertencentes ao Trabalhador 1), com 
cargas virais variando entre 3 e 409,2 UFP.mL-1, sendo todas as amostras oriun-
das de canteiros adubados com lodo tratado inoculado com poliovírus 1 Sabin.

Obtiveram-se amostras MSL de 16 canteiros (oito de alface e oito de cenoura), 
adubados com lotes L3-A, L4-A, L5-A e L6-B, totalizando 32. Por dificuldades 
no monitoramento, não foram obtidas amostras de canteiros adubados com os 
lotes L6-A e L7-B. Não foi possível detectar resultados positivos para VEC em 
qualquer das 32 amostras. Quanto à detecção de CS, 72% das amostras MSL 
foram positivas, com concentrações variando entre 10 e 330 UFP.mL-1. Os per-
centuais de amostras positivas e as cargas virais foram semelhantes para as amos-
tras MSL provenientes de canteiros adubados com lodo tratado (34,4% — 10 a 
330 UFP.mL-1) e artificialmente contaminados (37,5% — 10 a 140 UFP.mL-1).

O percentual médio de recuperação de colifago PhiX174 nas amostras ACP-
MSL (2) foi de 11,3%, e as amostras ACN-MSL (2) não apresentaram efeitos 
citotóxicos para as bactérias hospedeiras. Para poliovírus 1 Sabin, as amostras 
ACP-MSL e ACN-MSL foram citotóxicas para as células RD, não permitindo 
o cálculo do percentual de recuperação.

Cenário 3: consumo de hortaliças  
cultivadas em solo adubado com lodo
No cultivo das hortaliças, só se obteve êxito na produção de alface, tendo sido 
colhidas 76 (53,1%) amostras oriundas de canteiros com lodo tratado e 67 (46,9%) 
de canteiros com lodo contaminado artificialmente. Todas as amostras foram 
negativas para pesquisa de CS e VEC. O percentual médio de recuperação de 
poliovírus 1 Sabin nas amostras ACP-alface (9) foi de 21,4% (0,9 a 52,2%) e, 
para colifago Phi X174, de 4% (0,3 a 7%). As amostras ACN-alface (9) não apre-
sentaram efeitos citotóxicos para células RD ou para as bactérias hospedeiras.

DISCUSSÃO
Em geral, como foram recuperadas baixas concentrações de vírus, os cenários 
estudados estiveram associados à baixa exposição a VEC. Além disso, a exposi-
ção reduz gradativamente entre os cenários, ou seja, trabalhadores de saneamento 
estiveram mais expostos que trabalhadores rurais e estes mais expostos que consu-
midores de hortaliças. O percentual de amostras LET positivas para VEC (2,5%) 
foi inferior aos encontrados em estudos realizados em grandes centros urbanos 
(60–80%) que também utilizaram técnicas de quantificação baseadas em cultivo 
celular. Por outro lado, as baixas concentrações identificadas foram semelhantes, 
sendo inferiores a 20 UFP.g-1 de ST (SATO et al., 2009; LIMA, 2010; SALVADOR, 
2011). O pequeno número de amostras positivas e as baixas quantificações de VEC 
em lodo têm sido relacionados à variação da ocorrência de vírus na população 
humana produtora do esgoto sanitário, às diferentes eficiências de tratamento e, 
também, ao uso de somente uma linhagem celular para a pesquisa de vírus nas 
amostras — tendo em vista que as linhagens celulares apresentam variados níveis 
de suscetibilidade aos diferentes tipos de vírus (SHE et al., 2006; PRIM et al., 2013).

Soma-se a essas considerações o fato de que os resultados de quantificação 
de VEC foram obtidos após passagem em cultivo celular. Esse procedimento 
foi adotado porque os ensaios de titulação das amostras originais foram todos 
negativos. Assim, para se confirmar a ausência de VEC, as amostras foram ino-
culadas em cultivo celular e, posteriormente, tituladas. Com esse procedimento, 
as concentrações identificadas podem não refletir a amostra original, já que na 
passagem celular há aumento da concentração viral, superestimando, assim, os 

resultados de quantificação. Por outro lado, em não se fazendo esse procedi-
mento, os resultados seriam falso-negativos.

De forma semelhante, os resultados do monitoramento do parâmetro bac-
teriológico (E. coli) em amostras de LET significaram baixa exposição, dado 
que a maioria dos lotes de lodo ou já foi transferido para a estufa com valores 
correspondentes à classe B (< 106 NMP.g-1 de ST) ou passou à classe A em, no 
máximo, 88 dias (média 50 a 60 dias). Esses resultados demonstram a adequa-
ção da higienização do lodo por meio da secagem em estufa agrícola como 
estratégia de redução adicional de patógenos, conforme exigência da Resolução 
CONAMA nº 375/2006 (BRASIL, 2006).

Ainda, os resultados referentes às amostras de ALM-tratamento (cenário 1), 
cuja maioria (97%) apresentou concentração de E. coli menor que < 104 NMP.100 
mL-1 e cuja totalidade não teve vírus entéricos detectados, reforçam a consideração 
de que a exposição para trabalhadores de saneamento durante o tratamento do 
lodo em estufo agrícola é baixa. Destaca-se, ainda, que o manejo das leiras (revol-
vimento e coleta de amostras) foi realizado com o uso de ferramentas (enxada e 
pás), o que pode ter funcionado como barreira, reduzindo a contaminação das 
mãos. Entretanto, esses resultados não permitem avaliar a exposição ao lodo em 
diferentes tempos de tratamento, já que as amostras de ALM-tratamento foram 
coletadas após o revolvimento de todas as leiras, com diferentes dias de trata-
mento. Adicionalmente, à medida que o lodo perde umidade e se torna mais 
seco, a exposição por inalação aumenta em relevância pela maior formação de 
aerossóis. Estudo realizado por Silva e Achon (2018) identificou que trabalhado-
res de ETE que manejavam lodo estavam expostos a diferentes riscos, até mesmo 
biológicos, mesmo em unidade com elevado nível de automação. Os autores tam-
bém apontam a ausência, no Brasil, de legislação específica, no âmbito da saúde 
e segurança ocupacional, que regule as atividades de operação de ETE. E, por 
extensão, ressaltamos essa condição para unidades de gerenciamento de lodo.

O número de amostras positivas (15,1%) e as concentrações (entre 102 e 
105 UFP.g-1 de ST) de CS identificadas foram semelhantes às relatadas em outros 
estudos (MANDILARA et al., 2006; WONG et al., 2010). A detecção de CS em 
amostras com menos de 10% de umidade e após 60 dias de tratamento (L6 e 
L7) demonstrou a resistência de CS naturais, conforme já demonstrado por 
Levantesi et al. (2015), Pascual-Benito et al. (2015) e Martín-Díaz et al. (2016).

Os resultados acima reforçam o potencial de CS como indicadores de VEC em 
lodo de esgoto. Ambos já compartilham importantes aspectos que sustentam essa 
relação, como: presença na microbiota de animais de sangue quente e estrutura, 
morfologia e tamanho semelhantes (GRABOW, 2001); ocorrem simultaneamente 
em lodo de esgoto (SIDHU; TOZE, 2009); e apresentam multiplicação limitada 
ou inexistente no ambiente (PASCUAL-BENITO et al., 2015; JOFRE et al., 2016). 
Estudos recentes que avaliaram a persistência de CS em amostras de lodo de esgoto 
em processos de higienização sugerem que vírus entéricos podem estar ausentes ou 
em concentrações muito baixas, sendo essas inferiores aos limites de detecção das 
técnicas, quando a concentração de CS é menor que 104 UFP/g ST (LEVANTESI 
et al., 2015; PASCUAL-BENITO et al., 2015; MARTÍN-DÍAZ et al., 2016).

No cenário de uso agrícola de lodo, a detecção de VEC e CS foi errática e em 
certa medida contraditória, já que amostras de ALM-plantio, coletadas após a pro-
dução dos canteiros (inoculado e não inoculado com poliovírus 1 e colifago Phi 
X174), foram positivas para VEC e negativas para CS. Em que pese essa ressalva, 
a detecção de VEC apenas em amostras de ALM-plantio obtidas da manipula-
ção de canteiros adubados com lodo tratado inoculado com poliovírus 1 sugere 
a necessidade de elevada carga viral presente na MSL para a contaminação das 
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mãos de trabalhadores durante o plantio. Ressalta-se que os canteiros inoculados 
com poliovírus 1 (103–104 UFP.mL-1) representaram cenários muito mais desfa-
voráveis, já que amostras de lodo tratado apresentaram concentrações de VEC 
variando de 2.42 UFP.g-1 de ST a 7.15 UFP.g-1 de ST. Além disso, o fato de a apli-
cação do lodo ao solo e a produção dos canteiros de cenoura e alface terem sido 
realizadas manualmente aumenta mais ainda a condição desfavorável desse cená-
rio. Dito de outra forma, os resultados indicam que a aplicação manual de lodo de 
esgoto classe A não implicaria exposição importante ao trabalhador. Os resultados 
ainda sugerem que a determinação da Resolução no 375/2006 (Artigo 18º) de um 
intervalo de seis meses entre a aplicação de lodo classe B e a colheita manual seria 
muito exigente. Por outro lado, o uso de equipamentos de proteção individual, 
em qualquer situação, deve ser incentivado, na medida em que funciona como 
barreira adicional à exposição microbiológica.

A não correspondência entre a detecção de VEC e CS não permitiu avaliar 
o comportamento dos colifagos como indicadores de vírus entéricos na MSL. 
Apesar de autores assinalarem o potencial uso de CS como indicadores de vírus 
entéricos (CAMPOS et al., 2013), o comportamento e decaimento de colifagos 
no solo ainda são incertos.

Em geral, verificou-se grande variação de resultados positivos e de con-
centrações de VEC e CS nas matrizes pesquisadas. No lodo, durante a higieni-
zação, além dos aspectos já mencionados, a dificuldade de detecção também 
pode estar relacionada à tendência à agregação dos vírus a partículas sólidas. 
Estas se tornam, durante a secagem do lodo, mais volumosas, enrijecidas e secas, 
podendo proteger vírus em seu interior e favorecendo a distribuição irregular 
deles, o que dificulta a detecção. Pourcher et al. (2007) também relataram pro-
blemas de irregularidade na detecção de amostras positivas na área do expe-
rimento em que o lodo era mais seco e havia a presença de torrões. Em solo 
adubado ou não com lodo, a sobrevivência de vírus é influenciada por vários 
parâmetros, entre eles a adsorção às partículas do solo, a temperatura e a umi-
dade (POURCHER et al., 2007; SCHWARZ et al., 2014). Ressalta-se que os 
percentuais de recuperação das técnicas encontrados no estudo indicam a sua 
capacidade como ferramentas de pesquisa de vírus e colifagos.

Com relação à exposição ao consumidor (cenário 3), após 52 dias de cul-
tivo das hortaliças (alface), não foi detectado vírus entérico nas amostras, seja 
naquelas cultivadas em contato com solo adubado com lodo de esgoto classe A 
ou B, seja nos canteiros inoculados com vírus (103 a 104 UFP.g-1 de ST). Os resul-
tados mostram o quanto é restritiva a recomendação da Resolução no 375/2006 

(Artigo 12º), que determina o período mínimo de 48 meses da última aplica-
ção do lodo de esgoto ou produto derivado no solo para o cultivo de olerícolas, 
tubérculos, raízes e demais culturas cuja parte comestível entre em contato com 
o solo (BRASIL, 2006). Outros estudos indicam que a sobrevivência de micro-
-organismos patogênicos no solo adubado com lodo varia de dias até seis meses 
ou mais (POURCHER et al., 2007; CAMPOS et al., 2013; SCHWARZ et al., 2014).

CONCLUSÕES
Os cenários de exposição avaliados sugerem que as restrições impostas pela 
legislação brasileira para o uso agrícola de lodo de esgoto, considerando os 
parâmetros vírus entéricos e E. coli, são muito rigorosas, principalmente em se 
tratando do lodo classe A. Por outro lado, apesar de os trabalhadores de sanea-
mento estarem expostos a baixos níveis de contaminação bacteriana e viroló-
gica, deve-se garantir condições de trabalho adequadas — no caso específico, 
o uso de equipamentos de proteção individual.

CS foram mais resistentes que E. coli e VEC durante secagem do lodo de 
esgoto em estufa agrícola e no plantio de hortaliças. A proporcionalidade dos 
níveis de concentração entre CF, VEC e E. coli permanece indefinida, no entanto 
reitera-se como favorável a possibilidade da utilização de CS como indicadores 
em processos de higienização térmica de lodo de esgoto.

Diferentes métodos de recuperação de vírus (passagem em células, titulação, 
reação em cadeia da polimerase — PCR) são utilizados, sozinhos ou combinados, 
nos estudos que se debruçam sobre esse campo, o que torna imprecisa e frágil a 
comparação entre os resultados das pesquisas. Assim, há a necessidade de padro-
nização das técnicas de detecção de vírus em matrizes ambientais, por exemplo, 
se por biologia molecular ou cultivo celular. No caso de cultivo, são aspectos 
importantes a escolha de linhagens de células (já que elas apresentam variados 
níveis de suscetibilidade aos diferentes tipos de vírus) e a garantia de descontami-
nação adequada das amostras, principalmente em se tratando de lodo de esgoto.
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