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RESUMO

A alta incidéncia de patogenos virais no lodo de esgoto ¢ devido a sua adsor¢do preferencial
aos solidos do lodo. Dependendo do método de tratamento utilizado para a esterilizagdo do
esgoto doméstico, entre 50% e 99,9% dos virus podem ser inativados. O lodo tratado pode ser
util para fins agricolas porque pode melhorar as propriedades fisicas do solo e aumentar o teor
de matéria organica. Entretanto, as desvantagens de sua utilizagdo sdo a possivel transferéncia
de microorganismos patogénicos para o solo. O potencial de particulas virais infecciosas
remanescentes apds o tratamento do lodo ndo pode ser descartado. Assim, métodos confidveis
sd0 necessarios para determinar o nivel de contaminagdo viral em residuos de lodo espalhados
no solo para finalidades agricolas. O objetivo deste estudo foi padronizar e avaliar uma
metodologia simplificada para a detec¢ao de virus entéricos humanos em lodo de esgoto. Para
a etapa de padronizacdo, o lodo coletado foi esterilizado em autoclave e semeado com
dilui¢des seriadas de base 10 de Adenovirus (AdV5) ou Rotavirus (RV). As amostras foram
posteriormente processadas por um método de adsor¢do-eluicdo-precipitagdo utilizando
floculacdo organica e precipitagdo com polietileno glicol. Durante a etapa de eluicdo-
precipitagdo, AdV5 foi utilizado como modelo e diferentes parametros foram avaliados,
incluindo a quantidade de eluente viral e o periodo de incubagio utilizado para a concentracao
viral. Dois diferentes métodos para a extracdo dos dacidos nucléicos foram utilizados:
isotiocianato de guanidina-silica e fenol-cloroformio. O método padronizado (utilizando
fenol-cloroformio como método de extragdo dos acidos nucléicos) foi o mais sensivel e foi
capaz de detectar até 6,3x10"' (amostra semeada antes da eluigdo viral) e 1,26x10" (amostra
semeada apos o processo de clarificagio) PFU de AdV5 e 2,4x10™" (amostra semeada antes da
elui¢do) e 2,16x10' (amostra semeada apods a clarificagdo) FFU de RV. Este método foi
posteriormente aplicado a deteccdo de AdV, virus da Hepatite A (HAV), poliovirus (PV) e
RV em amostras de lodo de esgoto coletadas durante 12 meses numa Estagdo de tratamento
de esgoto de Florianopolis (ETE/CASAN/Florianépolis, Brasil). PCR, nested PCR, RT PCR,
RT nested PCR e quantificagdo por PCR/RT-PCR em tempo real foram usados para a
deteccdo e quantificagdo do genoma viral. PCR integrado a cultura celular (ICC-PCR) e a
Imunofluorescéncia indireta (IFI) foram utilizados para os ensaios de viabilidade e
quantifica¢do viral. Das 12 amostras de campo analisadas tanto para a presenca do genoma
viral (PCR/nested PCR ou RT-PCR/RT nested PCR) e viabilidade viral, foram obtidos os
seguintes resultados: AdV: 100% das amostras positivas para genoma e viaveis (todas cepas
ndo entéricas como determinado pela analise PCR-RFLP); HAV: 25% positivas para genoma
e 16,7% viaveis; PV: 66,7% positivas para genoma e 91,7% vidveis; RV: 33,3% positivas
para genoma e 25% viaveis. A quantificagdo por PCR/RT-PCR em tempo real foi utilizada
para quantificar copias de genoma de AdV e HAV em amostras de campo positivas. AdV e
HAV variaram de 4,6x10* a 1,2x10° e de 3,1x10*> a 5,4x10° copias de genoma/ml,
respectivamente, em amostras de lodo de esgoto. IFI foi utilizada para quantificar as
particulas de AdV nas amostras de campo e os resultados variaram de 70 a 300 FFU/ml. Os
resultados obtidos no presente trabalho mostram que a contaminagdo viral ¢ um problema
mesmo em amostras de esgoto tratadas e que o tratamento usual aplicado para o tratamento do
lodo de esgoto nao ¢ capaz de eliminar a contaminacao viral.

Palavras chaves: lodo de esgoto, virus entéricos, técnicas moleculares, técnicas moleculares
associadas a cultura celular.



ABSTRACT

The high incidence of pathogenic viruses in sewage sludge is due to their preferential
adsorption to sludge solids. Depending on the treatment method used for sterilization of
domestic sewage, between 50% to 99.9% of the viruses can be inactivated. Treated sludge can
be useful for agricultural purposes because it can improve soil physical properties and
increase soil organic matter content. Therefore, the disadvantages of its use are the possible
transfer of pathogenic microorganisms to the soil. The potential of remaining infectious virus
particles after sludge treatment cannot be discarded. Thus, reliable methods are needed to
determine the level of viral contamination in waste sludge spread on agricultural land. The
aim of this study was to standardize and evaluate a simplified methodology for detection of
human enteric viruses in sewage sludge. For the standardization step, sludge collected were
sterilized by autoclaving, and seeded with serial 10-fold dilutions of Adenovirus (AdV5) or
Rotavirus (RV). Samples were subsequently processed by an adsorption-elution-precipitation
method using organic flocculation and polyethylene glycol precipitation. During the elution-
precipitation step, AdV5 was used as model and different parameters were evaluated,
including amount of virus eluant and period of incubation used for viral concentration. Two
different methods for viral nucleic acids extraction were performed: silica/guanidine
isothiocyanate and phenol-chloroform. The standardized method (using phenol-chloroform as
nucleic acid extraction method) was the most sensitive and was able to detect up to 6.3x10™!
(seeded sample before virus elution) and 1.26x10" (seeded sample after final clarification)
PFU of AdV5 and 2.4x10' (seeded sample before elution) and 2.16x10" (seeded sample after
clarification) FFU of RV. This method was subsequently applied to the detection of AdV,
hepatitis A virus (HAV), polioviruses (PV) and RV in sewage sludge samples collected
during twelve months at the local sewage plant treatment (ETE/CASAN/Florianopolis city,
Brazil). PCR, nested PCR, RT PCR, RT nested PCR and QPCR/QRT-PCR were used for
viral genome detection and quantification. Integrated cell culture-PCR (ICC-PCR) and
indirect immunofluorescence (IFI) were used for viral viability assays and quantification.
From 12 field samples analysed both for viral genome presence (PCR/nested PCR or RT-
PCR/RT nested PCR) and viral viability (ICC/PCR), the following results were obtained:
AdV: 100% samples genome positive and viable (all non-enteric strains as determined by
PCR-RFLP analysis); HAV: 25% genome positive and 16.7% viable; PV: 66.7% genome
positive and 91.7% viable; RV: 33.3% genome positive and 25% viable. The QPCR/QRT-
PCR was used to quantify genome copies of AdV and HAV in the genome positive field
samples. AdV and HAV ranged from 4.6x10* to 1.2x10° and from 3.1x10” to 5.4x10” genome
copies/ml respectively in the sewage sludge samples. IFI was used to quantify AdV particles
in the field samples and the results ranged from 70 to 300 FFU/ml. The results obtained in the
present work, had shown that virus contamination is a problem even in treated sewage
samples and that the regular treatment applied for sewage treatment is not able to eliminate
viral contamination.

Key words: sewage sludge, enteric viruses, molecular techniques, cell culture associated
molecular techniques.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos a producao de lodo de esgoto tem aumentado consideravelmente
devido a construcao de novas estagdes de tratamento de esgotos e ao aumento do nimero de
conexoes na rede, levando as autoridades a se preocuparem com as alternativas possiveis de
disposicio (VAN VOORNEBURG; VAN VEEN, 1993). O Brasil, que ¢ um pais em
desenvolvimento e que estd fomentando a protecdo dos recursos hidricos através do
tratamento dos esgotos, vem se deparando com o problema da disposi¢ao do lodo gerado por
estes tratamentos (DAMASCENO; CAMPOS, 1998).

Uma das alternativas para a destinacdo adequada do lodo seria o seu uso na agricultura
como fertilizante, pois os lodos, em geral, sdo ricos em matéria organica, nitrogénio, foésforo e
micronutrientes. A fracdo organica do lodo confere melhor estruturagdo aos agregados do
solo, tornando-o mais resistente a erosdo. Do ponto de vista microbiologico, o lodo pode
reequilibrar os microorganismos do solo e tornar as plantas mais resistentes aos fitopatdogenos,
o que pode reduzir o consumo de pesticidas (SILVA et al., 2004). Ao mesmo tempo,
resolveria de forma ambientalmente adequada e economicamente viavel, o problema da
disposi¢ao final deste residuo (CHAGAS, 2000).

No entanto, tal aplicagdo pode ser limitada por fatores tais como a presenca de
organismos patogénicos, compostos organicos toxicos, contaminagdo das dguas superficiais
por nitrato e transmissdo de metais pesados a cadeia alimentar. Desses fatores, a transferéncia
de metais ¢ organismos patogénicos do solo para as culturas e, dai para os animais ¢ seres
humanos, parece ser o maior efeito prejudicial a satide (DAMASCENO; CAMPOS, 1998).

Dentre os organismos patogénicos, os virus entéricos humanos se destacam, pois sdo
capazes de persistir no ambiente por periodos de tempo prolongados (TRABELSI et al., 1995;
NICAND; TEYSSOU; BUISSON, 1998; LECLERC; SCHWARTZBROD; DEI-CAS, 2002;
TREE; ADAMS; LEES, 2003; SKRABER et al., 2004). Dentre estes se destacam os
adenovirus (AdV), calicivirus, enterovirus e hepatovirus, sendo que sdo usualmente
transmitidos através da via fecal-oral e replicam-se no trato gastrointestinal do hospedeiro
(FONG; LIPP, 2005). A dose infectante desses agentes ¢ extremamente baixa variando de
uma a dez unidades infecciosas (PUIG et al., 1994; LECLERC; SCHWARTZBROD; DEI-
CAS, 2002; ASHBOLT, 2004).

Portanto o uso seguro do lodo na agricultura supde a utilizagdo de uma tecnologia que

elimine ou diminua significativamente a presenga destes microrganismos, aliada ao controle
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de qualidade do lodo higienizado e a adequacdo do tipo de uso agricola as caracteristicas
microbioldgicas do lodo (SANEPAR, 1997).

A presenca de particulas virais no lodo e a possibilidade da manutencdo de sua
viabilidade torna extremamente importante a realizagdo de estudos que visem a detecgao,
quantificagdo e distribuicdo temporal das mesmas (ABBASZADEGAN; STEWART;
LECHEVALLIER, 1999). No Brasil, existem poucos estudos sobre a presenga de virus
entéricos humanos em 4guas de consumo e esgotos. Por essa razdo, o presente estudo teve
como principal objetivo padronizar uma metodologia capaz de detectar virus entéricos no
lodo da Estagio de Tratamento de Esgoto (ETE)-Companhia Catarinense de Aguas e
Saneamento (CASAN), Sistema Insular, como forma de contribuir para 0 monitoramento da
presenga de microorganismos patogénicos. Além disso, foi realizada uma analise de campo
por 12 meses (junho de 2007 a maio de 2008) visando avaliar a qualidade virologica do
esgoto tratado da ETE-CASAN, Sistema Insular.

Salienta-se que a detecg¢do de virus no meio ambiente ¢ diretamente dependente das
metodologias disponiveis para sua elui¢do, concentracdo e deteccdo. Uma metodologia rapida
e eficaz, com capacidade de retirar as particulas virais adsorvidas aos flocos do lodo, se faz
necessaria. Uma vez liberados destes flocos, € possivel submeté-los as técnicas classicas e
moleculares visando a detec¢do, quantificagdo e verificagdo da infectividade das particulas
virais eluidas. Esta técnica constitui uma ferramenta essencial em futuras avaliagdes sobre o
risco em se utilizar esse material como coadjuvante na agricultura, tanto aos manipuladores

quanto a populagao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Saneamento basico e salde

A situacgdo brasileira com relagdo a cobertura dos servigos de saneamento basico ainda
¢ bastante deficiente e estd distante de atingir um indice satisfatorio. Dados disponiveis no
censo de 2000 realizado no Brasil revelam que ocorreu o crescimento no servigo de
abastecimento de dgua em todas as regides do pais, porém de forma desigual. O esgotamento
sanitario ainda € o servigo que apresenta menor taxa de crescimento, passando de 47,3% de
municipios brasileiros atendidos por rede de esgoto em 1989 para 52,2% em 2000 (IBGE,
2002). Desse percentual de municipios brasileiros atendidos por rede de esgoto, 32% tém
somente servigo de coleta e os restantes 20,2% coletam e tratam seus esgotos. No pais sdo
produzidos e coletados diariamente aproximadamente 14,57 milhdes de metros cubicos (m)
de esgoto, sendo que apenas 5,13 milhdes de m’ sdo tratados, os restantes 9,44 milhdes de m’
sdo lancados diariamente no meio ambiente. Assim, apenas 35,2% do esgoto gerado pelo pais
passa por estacdes de tratamento antes de ser liberado no meio ambiente (ANDREOLI;
BONNET, 1998; ANDREOLI; FERNANDES, 1999; LARA, 1999; IBGE, 2002).

Em resposta a esta triste realidade, na Conferéncia das Na¢des Unidas sobre o Meio
Ambiente e Desenvolvimento, realizada em junho de 1992 no Rio de Janeiro, conservar e
proteger a saude ambiental tornou-se o centro das preocupagdes de um novo modelo de
desenvolvimento planejado (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 1994).

Em paralelo, na Agenda 21 — principal instrumento aprovado pela Conferéncia
Mundial do Meio Ambiente/Rio 92 — ficou reconhecida a importancia de promover o “manejo
ambiental saudavel dos residuos so6lidos e questdes relacionadas com o esgoto”. Os problemas
estabelecidos incluem a minimizagao de residuos, a maximizagao do reuso e da reciclagem, a
disposi¢do e o tratamento ambiental adequados para residuos e a ampliagdo da cobertura dos
servigos que se ocupam do tratamento adequado dos residuos (LARA, 1999).

Para alcangar estes objetivos, conta-se com o continuo avango da biotecnologia, que
vem contribuindo para a melhoria da qualidade de vida de varias formas e, dentre elas, pode-
se destacar o aumento da producdo e da seguranga do consumo de alimentos; o uso de praticas
de agricultura bioldgica e de maiores conhecimentos ecogenéticos; a obten¢do de novas

matérias-primas; o uso de métodos sustentaveis de manejo florestal; o aperfeicoamento de
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técnicas de tratamento de agua para o abastecimento publico e, principalmente, o tratamento
adequado dos dejetos perigosos (humanos, industriais ou agropecuérios) (ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUD, 1994).

De maneira geral, a producao de esgotos esta intimamente ligada ao consumo de agua,
e aproximadamente 60% a 80% do consumo de agua ¢ convertido em esgoto (SANTOS;
KRESPKY, 1998).

Esgoto ¢ o termo usado para caracterizar os dejetos provenientes dos diversos usos das
aguas, como por exemplo, uso doméstico (efluentes de vasos sanitarios, cozinhas, chuveiros,
etc.), industrial (oriundos dos processos especificos de cada segmento da produgdo industrial),
comercial (restaurantes, hotéis, aeroportos, etc.), de estabelecimentos publicos (servigos de
saude, escolas, e reparti¢cdes publicas), infiltragdo de dgua na rede de esgotos, agricola, etc.
(UEHARA; VIDAL, 1989; SANTOS; KRESPKY, 1998).

Como resultado do uso de agua pelo homem, em fun¢do de seus habitos de higiene e
de suas necessidades fisioldgicas, ¢ formado o esgoto doméstico que, por sua vez, ¢ composto
pelas aguas de banho, urina, fezes, restos de comida, detergentes e aguas de lavagens. De
modo geral, pode-se dizer que, sem contar com a significativa contribuicdo de despejos
industriais, os esgotos sanitarios sdo constituidos de aproximadamente 99,9% de 4dgua e 0,1%
de solidos (peso seco). Deve-se lembrar que os esgotos sanitdrios contém ainda inumeros
microorganismos vivos, tais como: virus, bactérias, helmintos e protozodrios que, na sua
maioria, sdo liberados com os dejetos humanos (UEHARA; VIDAL, 1989; SANTOS;
KRESPKY, 1998). Alguns desses organismos desempenham um papel importante no
tratamento das dguas residudrias; outros, porém, sdo denominados de organismos patogénicos,
veiculadores de doencas (UEHARA; VIDAL, 1989).

Os impactos a saude atribuidos a falta de saneamento so significativos e sdo causados
pela exposi¢do a patogenos através de varias rotas como ingestdo de dgua contaminada,
contato com parasitas como helmintos que vivem ou cujos ciclos de vida estdo associados aos
corpos d’dgua, contato direto ou indireto com fezes, contamina¢do da dgua antes ao apos a
captagdo e as relacionadas as toxinas produzidas por bactérias associadas a eutrofizacdo de
corpos d’agua. Essas diferentes categorias, que muitas vezes estdo associadas, demonstram
como saneamento e doengas relacionadas a higiene podem afetar a populagdo
(MONTGOMERY; ELIMELECH, 2007).

Quase 60% dos casos de mortalidade infantil esta relacionado a doengas infecciosas, a

maioria relacionada a agua, saneamento e higiene (UNESCO, 2003).
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Portanto, ha necessidade de se tratar os esgotos sanitdrios antes que esses sejam
langados em qualquer corpo hidrico. O tratamento e disposi¢do de lodo devem ser geridos
para minimizar problemas ambientais como odor e langamento no ambiente de contaminantes
e patogenos (HALLEY; MILLER, 1991). Entre as principais op¢des de disposicao de lodo no
ambiente encontram-se: 1) disposi¢cdo no solo (uso agricola, florestas, areas de recuperacao);

2) disposi¢ao em aterro; 3) disposi¢do no mar; 4) incineragdo (MATTHEWS, 1992).

2.2 Estacdes de tratamento de esgoto

As Estagoes de Tratamento de Esgoto (ETE’s) sdo a unicas responsaveis pelo
tratamento do esgoto sanitario ¢ podem adotar diversos processos de tratamento do esgoto
sanitario e de tratamento das aguas residudrias. No Estado de Santa Catarina, as ETE’s da
CASAN utilizam, entre outros processos, filtro biologico, lagoas de estabilizagao e lodos
ativados (CASAN, 2005).

O processo denominado de lodos ativados foi o processo escolhido pela CASAN para
o tratamento do esgoto sanitario da area central de Florianopolis, denominado Sistema Insular

sendo este o objeto do presente estudo.

2.3 Processo de tratamento de esgoto denominado lodos ativados modalidade aeragéo

prolongada

Consiste em um processo bioldgico onde o esgoto afluente, na presenga de oxigénio
dissolvido, agitacdo mecanica e pelo crescimento e atuacdo de microorganismos especificos,
forma flocos denominados lodo ativado ou lodo biolégico. Essa fase do tratamento objetiva a
remog¢ao de matéria organica biodegradavel presente nos esgotos. ApoOs essa etapa, a fase
solida ¢ separada da fase liquida em outra unidade operacional denominada decantador. O
lodo ativado separado retorna para o processo sendo o excesso retirado para tratamento
especifico ou destino final (CASAN, 2005).

Esse sistema ¢ muito utilizado, mundialmente, para o tratamento de despejos
domésticos e industriais (SPERLING, 1997), sendo indicado para locais onde se dispde de

pouca area para a implantacdo de sistemas de tratamento.
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A adogdo deste processo apresenta boa eficiéncia no tratamento e flexibilidade de
operacdo; por outro lado, o alto custo operacional, a exigéncia de um controle laboratorial
diario, o alto consumo de energia e a possibilidade de surgirem problemas ambientais com
ruidos e formacao de aerossois (que podem carrear microorganismos patogé€nicos ou nao) sao
algumas das desvantagens deste sistema (CASAN, 2005). O sistema de tratamento, lodo
ativado do tipo aeragdo prolongada, tem duas fases distintas: a fase de pré-tratamento
(composta do gradeamento ¢ da desarenacdo) e a fase denominada de tratamento secundario,
que ¢ composta das unidades denominadas de seletor bioldgico, tanques de aeragdo,
decantador secundario, adensadores de lodo, sistema de desidratacdo, prensa desaguadora e
pode ainda contar com a unidade de desnitrificagdo (SPERLING, 1997; CASAN, 2005).

As etapas biologicas deste sistema de tratamento de esgoto ocorrem nas unidades:
seletor biologico, camara de desnitrificagdao e tanque de aeragdo (reator). O seletor bioldgico
tem como func¢ao, através de um misturador submergivel, misturar suavemente o esgoto bruto
afluente com lodo ativado proveniente do processo de tratamento de aeracdo prolongada,
evitando assim o desenvolvimento de microorganismos indesejaveis ao tratamento e
melhorando a sedimentabilidade do lodo. Do seletor bioldgico a mistura passa pela camara de
desnitrificacdo que, através de misturadores submersiveis, tem a fun¢do de reduzir o nitrato
sob a acdo de microorganismos especificos. E no reator que ocorrem as reagdes bioquimicas
para a remocao da matéria organica carbonacea e a nitrificagdo do nitrogénio organico total
remanescente do afluente bruto (CASAN, 2005). As bactérias (biomassa ativa) utilizam o
substrato presente no esgoto bruto para se desenvolverem e o fornecimento de oxigénio ¢ feito
por aeradores mecanicos. As bactérias envolvidas neste processo formam uma matriz
gelatinosa, o que lhes confere a propriedade de flocular, ou seja, aglutinam-se entre si e
também com outros microorganismos. O floco formado possui dimensdes maiores, facilitando
o processo de remocao de patégenos (SPERLING, 1997).

J4 no decantador secundario se processa a sedimentacdo dos sélidos (biomassa). Parte
da biomassa sedimentada no fundo do decantador retorna ao reator (recirculagdo), com a
finalidade de aumentar a concentragdo de bactérias garantindo, assim, a elevada eficiéncia
deste tipo de processo de tratamento de esgoto. A outra parte (excesso de lodo) € retirada do
sistema e encaminhada para o adensador. A funcdo deste ¢ reduzir a quantidade de agua
contida no lodo sedimentado nos decantadores. Posteriormente, o lodo passa por um sistema
de desidratagdo. Na ETE- Sistema Insular, esse sistema ¢ composto de tanque de

armazenamento de lodo adensado de formato circular com removedor mecéanico, sistema de
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recalque para transferéncia de lodo adensado, sistema de pré-condicionamento quimico de
lodo adensado, com suspensdo de cal e de solugdo de polieletrolito. Por fim, chega a prensa
desaguadora que opera com duas unidades e a “torta” produzida tem teor de solidos na faixa
de 18 a 20%. Esta “torta” de lodo ¢ encaminhada até o local de estocagem através de correia
transportadora para posterior disposi¢do em aterro sanitario (CASAN, 2005).

No processo denominado lodo ativado, a redugdo de virus entéricos ocorre
principalmente por adsor¢do viral aos solidos ou por inativagdo viral. A distribuicdo de
particulas virais entre as fases liquida e solida da mistura depende da distancia destas em

relagdo aos solidos suspensos e da capacidade adsortiva (ARRAJ et al., 2005).

2.4 Consideracdes gerais sobre o lodo de esgoto

2.4.1 Definicao

Lodo ¢ todo o residuo que concentra substincias organicas (40 a 80%) e inorganicas,
bem como microorganismos existentes nos efluentes, originado do tratamento resultante das
atividades diarias do homem, quer seja em suas residéncias, na industria ou, ainda, em
atividades agricolas (MEDEIROS et al., 1999; GONCALVES, 1999a). Sendo assim, lodo ¢ o
termo que se aplica para os solidos gerados durante o processo de tratamento de esgotos antes
do tratamento adequado para a disposic¢do final. O termo biossélidos ¢ aplicado aos produtos
organicos gerados no processo de tratamento de esgoto, que podem ser reutilizados de modo
benéfico, apos o tratamento adequado por higienizagao (MIKI; ANDRIGUETI; SOBRINHO,
2001). Assim, quando devidamente higienizado, estabilizado e seco, o lodo de esgoto recebe o
nome de biossolido (MEDEIROS et al., 1999; MELO; MARQUES; MELO, 2001; MIKI;
ANDRIGUETI; SOBRINHO, 2001).

2.4.2 Tipos de lodo

Existem basicamente trés tipos de lodo organico: bruto, ativado e digerido. O lodo
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bruto ¢ aquele produzido por decantadores primarios das ETE’s, por sedimentagdo ou
flotagdo, e possui uma colorac¢do acinzentada, sendo pegajoso, de odor ofensivo e facilmente
fermentdvel (FERREIRA; ANDREOLI; JURGENSEN, 1999; MEDEIROS et al., 1999). O
lodo que ¢ produzido por ETE’s que utilizam o processo biologico de tratamento, denominado
de lodo ativado, tem aparéncia floculenta, cor marrom e o odor ¢ pouco ofensivo quando
fresco (MEDEIROS et al, 1999). O lodo de coloragdo marrom-escuro, obtido por
biodigestores anaerobios ou aerdbios, através de um processo de estabilizacdo biologica, ¢é
chamado de lodo digerido. Quando bem digeridos, tanto o lodo anaerdbio quanto o aerdbio,
nio possuem odor (FERREIRA; ANDREOLI; JURGENSEN, 1999; MEDEIROS et al.,
1999).

2.4.3 Composicao do lodo

As caracteristicas de um lodo de esgoto dependem do tipo de esgoto e do processo e
grau de tratamento do mesmo (TSUTIYA, 2001a).

No lodo encontram-se nutrientes, matéria organica (40% a 80%), nitrogénio (2% a
6%), fosforo (1% a 3,7%), potéssio (< 1%), célcio, magnésio, ferro, metais pesados (cobre,
zinco, mercurio, cadmio, cromo, niquel e chumbo), microorganismos patogénicos (coliformes
fecais, bactérias, virus, fungos e parasitas) (GONCALVES, 1999b) e agua (TSUTIYA,
2001a).

Os microorganismos ficam absorvidos as particulas solidas e tendem a precipitar na
fase de decantacdo, durante o processo de tratamento de esgoto, concentrando-se no lodo de
esgoto (TSUTIYA, 2001a). A densidade dos patégenos que podem estar presentes no lodo de
esgoto, de uma determinada localidade, ¢ bastante variavel e depende das condi¢des socio-
econdmicas da populagdo, das condicdes sanitarias, da regido geografica, da presenca de
animais, da presenga de industrias agro-alimentares, da natureza do efluente, e por fim, do

tipo de tratamento ao qual o lodo foi submetido (MEDEIROS et al., 1999).

2.4.4 Disposicéao final e utilidades

O objetivo dos sistemas de tratamento de esgoto ¢ concentrar as impurezas € o
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material potencialmente poluido dos esgotos em um subproduto (ILHENFELD; PEGORINI;
ANDREOLI, 1999). Em qualquer tipo de tratamento utilizado para o esgoto sanitario, havera
a geracao do referido subproduto, denominado de lodo de esgoto.

O aumento no nimero de estagdes de tratamento de efluentes domésticos leva a um
aumento na producdo de lodo, mas ndo ha dados consistentes quanto a produgado e disposi¢ao
final de lodo no Brasil. As estimativas existentes sdo baseadas na populacio beneficiada com
servigos de coleta e tratamento de esgoto, e o valor seria entre 90.000 a 350.000 toneladas (t)
/dia de lodo liquido, ou 9.000 a 13.000 t/dia de lodo desagiiado a ser disposto (ANDREOLI et
al., 2001). A destinacdo final do lodo ¢ uma operagdo complexa e, apesar de representar de 1-
2% do volume do esgoto tratado, o gerenciamento do lodo tem um custo entre 20-60% do
total gasto com a operagdo de uma ETE (ANDREOLI et al., 2001).

Durante anos, os projetos das ETE’s, praticamente ignoravam o destino adequado do
lodo de esgoto a ser removido (ANDREOLI; FERNANDES, 1999). No entanto, com o
aumento da consciéncia ambiental, o destino do lodo passou a representar um problema a ser
resolvido, tendo em vista, principalmente, a seguranga sanitaria e ambiental (GONCALVES,
1999b).

Caso o esgoto e o lodo ndo sejam tratados adequadamente e se, de algum modo,
alcangarem os rios, podem contamina-los, estendendo seus efeitos nocivos a pastagens,
plantagdes e individuos. Portanto conclui-se que, quanto maior for a propor¢do de lodo
tratado, menores serdo os riscos da populagdo em contaminar-se com patdégenos sejam eles
virus, bactérias ou parasitas (SOCCOL; PAULINO; CASTRO, 1999). Infelizmente, nao ¢
raro o lodo ser armazenado em condigdes precarias, ou ser distribuido para agricultores sem
controle algum de sua qualidade, ou ainda ser langado nos cursos de agua (ANDREOLI;
FERNANDES, 1999).

A reciclagem agricola ¢ uma das formas de disposi¢ao final do lodo de esgoto que
pode ser considerada mais adequada em termos técnicos, econdmicos € ambientais, desde que
convenientemente aplicada (ANDREOLI, 1999; TSUTIYA, 1999), uma vez que apresenta o
menor custo para a reciclagem de matéria organica e nutrientes (MATTHEWS, 1998).

Desde a mais remota antiguidade, os biossolidos sdao utilizados na agricultura,
principalmente entre os povos do oriente, como na China, onde a reciclagem dos excrementos
humanos era rotineira. No mundo ocidental, entretanto, barreiras culturais dificultam essa
pratica. E de extrema importancia para o sucesso da reciclagem agricola do lodo de esgoto,

que esta seja bem aceita por parte dos produtores/agricultores, pois para muitos, 0s esgotos €
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as ETE’s sdo ainda consideradas como fontes de poluicdo e ndo como provaveis fontes de
energia para uma agricultura auto-sustentdvel (VANZO, 2001). Para uma maior valorizagao
agricola deste produto, ¢ fundamental o monitoramento dos patégenos nos solos fertilizados e
nos produtos produzidos (BONNET; LARA; DOMASZAK, 1998), principalmente para as
condi¢des brasileiras, onde ndo ha conhecimento acumulado sobre a persisténcia de patdgenos
nos solos, apods sua aplicagdo (BONNET; LARA; DOMASZAK, 1998).

A reciclagem agricola tem se constituido em uma das formas mais utilizadas em
diversos paises desenvolvidos (Bélgica, 29%; Dinamarca, 54%; Franca, 58%; Alemanha,
27%; Italia, 33%; Espanha, 50% e Reino Unido, 44%) como condicionador e fertilizante do
solo, sendo que nos Estados Unidos da América (EUA) o uso do lodo como fertilizante data
de 1927 (NEIVA, 1999).

Infelizmente, no Brasil, a disposicdo dos lodos gerados pela ETE’s visa
principalmente a sua retirada da area de tratamento por caminhdes (SOBRINHO, 2001) que
os transportam, geralmente, para aterros sanitarios sem maiores critérios de seguranga. No
entanto, embora a disposicao do lodo de esgoto em aterros sanitarios seja uma opg¢ao aceitavel
tecnicamente, esta apresenta o inconveniente de concorrer com os residuos solidos urbanos,
custo de manutenc¢ao elevado e grande risco ambiental. Além disso, a utilizagdao dos aterros de
forma continua e em grande quantidade diminui rapidamente a sua vida util, tornando essa
forma de disposi¢do insustentavel ao longo do tempo (ROCHA; GONCALVES; MOURA,
2004; GUEDES, 2005).

Com base na situagao brasileira, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
publicou a Resolucdo 375/2006 (CONAMA, 2006), que define critérios e procedimentos, para
0 uso agricola de lodos de esgoto gerados em ETE’s sanitario e seus produtos derivados, e da
outras providéncias. Porém, o uso agricola ainda ¢ restrito e oficialmente, esta pratica ocorre,
em escala experimental, nos Estados de Sao Paulo, Parana e Distrito Federal (VANZO;
MACEDO; TSUTIYA, 2001).

Para as condi¢Oes ambientais brasileiras, a reciclagem agricola do lodo apresenta
varios aspectos positivos, pois os climas tropical e subtropical expdem o solo a um intenso
intemperismo e rapida mineralizacdo da matéria organica, sendo uma alternativa bastante
promissora. O uso do lodo na agricultura fornece ao solo matéria organica, macro e
micronutrientes, atuando como condicionador do solo e contribuindo para uma agricultura
auto-sustentavel (GONCALVES, 1999b; LARA, 1999).

Como fator positivo do uso do lodo, resta ainda acrescentar que a quantidade ¢ a
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variedade de nutrientes da matéria organica presente no lodo aumentam a fertilidade do solo,
melhorando suas caracteristicas fisico-quimicas. A mistura do lodo ao solo permite aumentar
a capacidade de armazenamento de nutrientes do mesmo e facilita a infiltracdo de agua, sem,
no entanto, propiciar a ocorréncia de erosao; este risco, na verdade, fica bastante diminuido
(GONCALVES, 1999b).

As propriedades dos biossolidos sdo semelhantes as de outros produtos organicos,
geralmente usados na agricultura (estercos suino, bovino e avicola); portanto, em termos de
resultados agronomicos, os biossolidos poderiam ser aplicados a maioria das culturas. Porém,
algumas culturas se prestam mais do que outras para o uso de biossélidos. Desta forma, por
precaucdo, ¢ vetado o uso de biossdlidos (mesmo que higienizados) para a horticultura e
demais produtos consumidos crus, que tenham contato direto com os mesmos. As gramineas
(milho, trigo, cana-de-agucar e sorgo), pelas suas caracteristicas, sdo as culturas mais
recomendadas e as que dao melhores respostas ao uso de biossoélidos (TSUTIY A, 2001Db).

Pesquisas apresentam bons resultados do uso do lodo nas culturas de milho e repolho,
na produgdo do tamboril (Enterolobium contortissiliquum Vell Morong) e no plantio do
cafeeiro (Coffea canephora) (COSTA et al., 1999).

Biotecnologicamente, as ETE’s poderiam transformar-se em industrias de
biofertilizantes e os seus lodos, quando tratados adequadamente, em bioprodutos que, ao
serem aplicados no solo, devolveriam os minerais ¢ a matéria organica que um dia foram

retirados (VANZO, 2001).

2.5 Consideracdes sobre o lodo como disseminador de patégenos

A transmissdo de doengas humanas pelo lodo ndo tratado pode ocorrer de forma direta
e/ou indireta (SOCCOL; PAULINO; CASTRO, 1998; GONCALVES; LIMA; PASSAMANI,
1999; MEDEIROS et al.,1999) ou ainda, de forma vetorizada (GONCALVES; LIMA;
PASSAMANI, 1999).

A contaminagdo direta pode ocorrer pelo manejo de areas onde o lodo foi aplicado,
pelo contato com vegetais crus cultivados em solo adubado com lodo e pela inalagdo de
microorganismos patogénicos através da aerossolizagdo de particulas do lodo no solo
(GONCALVES; LIMA; PASSAMANI, 1999; MEDEIROS et al.,1999).

A transmissdo indireta pode acontecer por consumo de vegetais, carne, leite ¢ animais
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que tenham sido contaminados por patégenos presentes no lodo, pela ingestdo de agua
contaminada, pela proximidade das areas de aplicagdo do lodo e pelo contato com agentes
vetores (roedores ¢ insetos), que tenham estado nas d4reas que receberam lodo
(GONCALVES; LIMA; PASSAMANI, 1999; MEDEIROS et al.,1999).

Os microorganismos encontrados no lodo podem ser saprofitas (que participam nos
processos de tratamento bioldgico dos esgotos), comensais, simbiontes e parasitas. Apenas
alguns deles sdo patogénicos, ou seja, capazes de causar doencas no homem e em animais
(MEDEIROS et al.,1999; TSUTIYA, 2001a).

Para que o desenvolvimento da doenga ocorra, varios fatores devem ser considerados
como dose infectante, patogenicidade (capacidade do agente infeccioso em causar doengas e
danos ao hospedeiro), fatores ambientais e susceptibilidade do hospedeiro. O tempo entre a
infeccdo e o aparecimento dos sintomas clinicos ¢ denominado de tempo de incubagao sendo
este varidvel conforme o microorganismo.

Para ocorrer a disseminagdo de uma infeccdo, uma dose infectante do agente
patogénico tem de ser capaz de passar dos excretas do individuo infectado ou reservatério da
infec¢do para a boca ou outra porta de entrada de um individuo suscetivel (BITTON, 1997).

A concentracdo de microorganismos liberadas por grama de fezes varia conforme o
microorganismo ¢ a rota de transmissdo: para helmintos é de 10* a 10°, para protozoarios
parasitas de 10° a 107, enquanto para virus entéricos chega a 10'" particulas virais (RUSIN et

al., 2000).

2.6 Consideracdes sobre o0s virus entéricos

Os virus entéricos se encontram distribuidos em todas as partes do mundo e sdo
causadores de muitas doengas que afetam o ser humano tais como gastroenterites, infeccoes
respiratorias, conjuntivites, hepatites e doengas que tem alta taxa de mortalidade como
meningite asséptica, encefalite, e paralisia em individuos imunocomprometidos (KOCWA-
HALUCH, 2001). Além disso, alguns virus entéricos tem sido ligados a doengas cronicas
como miocardite e diabetes insulino-dependente (KOCWA-HALUCH, 2001; GRIFFIN et al.,
2003). Estes virus sdo transmitidos pela via fecal-oral. Posteriormente a ingestao pelo homem,
os virus entéricos replicam-se no trato gastrintestinal e sdo excretados nas fezes em grandes

quantidades (10° a 10" particulas virais por grama) pelos individuos infectados e podem,
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quase sempre, ser detectados em efluentes de esgotos domésticos (ROTBART, 1991; MUIR
et al., 1998; PINA et al., 1998; ARNAL et al., 1999; RUSIN et al., 2000; SOULE et al.,
2000).

No meio ambiente, estes virus sdo capazes de se agregar rapidamente as particulas
solidas protegendo-se, desta forma, dos fatores inativantes, o que favorece sua viabilidade.
Estes virus possuem resisténcias varidveis aos agentes fisico-quimicos de inativagdo podendo
permanecer viaveis ou potencialmente infectantes durante meses na agua, resistindo a
condigdes ambientais adversas e a processos de tratamento de adgua e esgoto aplicados no
controle bacteriano (TRABELSI et al., 1995; NICAND; TEYSSOU; BUISSON, 1998;
LECLERC; SCHWARTZBROD; DEI-CAS, 2002; TREE; ADAMS; LEES, 2003;
SKRABER et al., 2004).

Os virus entéricos mais prevalentes que sdo transmitidos ao homem sdo
principalmente os responsaveis pelas hepatites A (virus da Hepatite A (HAV)) e E (virus da
Hepatite E (HEV)), calicivirus do género norovirus (Small Round Structured Viruses),
enterovirus, rotavirus (RV), astrovirus ¢ AdV (LE GUYADER et al., 2000; LEES, 2000;
SCIPIONI; DAUBE; THIRY, 2000). Além disso, estes virus sdo muito mais resistentes que
as bactérias ao processo comum de tratamento de esgotos, incluindo a cloragcao (GABUTTI et
al., 2000). A dose infectante desses agentes ¢ extremamente baixa variando de uma a dez
unidades infecciosas (PUIG et al., 1994; LECLERC; SCHWARTZBROD; DEI-CAS, 2002;
ASHBOLT, 2004). Por estes motivos, o grupo dos virus entéricos ¢ o mais significativo,
confiavel e eficiente modelo a ser usado para o monitoramento ambiental segundo a Agéncia
norte-americana de Protecdo Ambiental (EPA) (PUIG et al., 1994, BOSCH; PINTO; ABAD,
1995).

Os virus entéricos podem ser divididos em dois grupos de acordo com a replicacdo em
culturas celulares. O primeiro grupo inclui os enterovirus como poliovirus (PV),
coxsackievirus e echovirus, que tém boa replicagdo e caracterizacdo em culturas de células de
primatas e que, normalmente, ndo causam doencas gastrointestinais. O segundo grupo inclui
RV, astrovirus, AdV 40/41, calicivirus (norovirus e saporovirus), HAV e HEV, os quais sdo
agentes causais de gastrenterites ou hepatites e sdo considerados fastidiosos (WYN-JONES;

SELLWOOD, 2001).
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2.6.1 Adenovirus

Os AdV pertencem a familia Adenoviridae e sdo subdivididos em dois géneros:
Mastadenovirus e Aviadenovirus. No primeiro sd3o encontrados virus que acometem
mamiferos e marsupiais e, no segundo, os responsaveis por algumas doengas de aves (FLINT
et al,, 2000). O género Mastadenovirus compreende 51 diferentes sorotipos, que sdo
classificados em seis subgéneros (A a F) (MURPHY et al., 1995; DE JONG et al., 1999;
LEES, 2000; ALLARD; ALBINSSON; WADELL, 2001; AVELLON et al., 2001;
HORWITZ, 2001; GU et al., 2003).

A particula viral tem simetria icosaédrica ndo envelopada com um didmetro de 80 nm
(LEES, 2000), constituido por 252 capsémeros. Destes, 240 sdo hexons e 12 sdo pentons.
Cada penton possui uma base circundada por 5 hexons e a partir desta base, projeta-se a fibra
(Figura 1). Na extremidade de cada fibra, existe uma protuberincia que possui propriedade
imunogénica tendo ainda como func¢do a adsor¢do do virus a célula hospedeira (NORRBY,
1969). O material genético € composto por acido desoxirribonucléico (DNA) de dupla fita ndo
segmentado (FLINT et al., 2000; LEES, 2000).

Estes virus apresentam uma grande variabilidade genética, o que possibilitou a sua
classificagdo em espécies e sorotipos (LEES, 2000). Os determinantes antigénicos,
importantes para a caracterizagdo sorologica, estdo localizados no hexon e na fibra. Na
superficie interna do hexon situa-se o determinante alfa, que é o antigeno género-especifico
comum a todos os membros do mesmo género. O determinante epsilon do hexon e o gama da

fibra caracterizam os sorotipos (FLINT et al., 2000).
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Figura 1. Representagdo esquematica da morfologia e estrutura do adenovirus. Fonte: Roberts

e Sharp (1993).

Os AdV humanos causam uma variedade de doengas infecciosas sintomaticas, como
doencas respiratorias (faringite, doenca respiratéria aguda e pneumonia), oculares
(conjuntivites), trato  gastrintestinal  (gastroenterites), sistema nervoso  central
(meningoencefalite) e genitais (uretrite e cervicite) (KAPIKIAN; WYATT, 1992;
CRABTREE et al., 1997). Os principais modos de infeccdo se ddo pela via respiratoria
(pessoa-pessoa ¢ ar através da inalagdo de aerossodis) e pela via fecal-oral (pessoa-pessoa,
ingestdo de agua e alimentos contaminados) (FIELDS et al., 1996; KIDD et al., 1996;
ALLARD; ALBINSSON; WADELL, 2001; AVELLON et al., 2001). As infec¢des por AdV
ocorrem durante o ano com pequena ou nenhuma variacdo sazonal de liberacdo destes virus
para o meio ambiente (CHAPRON et al., 2000).

Os membros do subgénero A, sorotipos 12, 18 e 31, causam infecgdes respiratorias e
gastroenterites em criangas menores de um ano de idade (WADEL, 1984). Estes sorotipos sao
isolados quase exclusivamente do trato gastrintestinal (SCHMITZ; WIGAND; HEINRICH,
1983). O subgénero B estd dividido em dois grupos pela andlise de restricdo do DNA: na
classe B:1 encontram-se os sorotipos 3, 7, 14, 16 e 21, que sdo associados predominantemente
as infecgdes respiratorias; na classe B:2, encontram-se os sorotipos 11, 34 e 35, sendo
bastante proéximos geneticamente e causam infec¢des renais e do trato urinario (WADEL,

1984).
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Os AdV humanos 3, 7 e 21 (subgénero B) sdo reconhecidos por estar entre os mais
patogénicos dos 51 sorotipos de AdV humanos conhecidos em severidade e extensdo de
doengas clinica (HIERHOLZER, 1995). Juntos eles contabilizam 30% de todos os AdV
isolados reportados pela Organizacdo Mundial de Satde (WHO) (SCHMITZ; WIGAND;
HEINRICH, 1983). Embora mais comumente associados com doengas respiratdrias amenas e
conjuntivites, eles podem causar infecgdes do trato respiratorio baixo severas e fatais,
principalmente em bebés e criancas (CHANY et al., 1958; WADELL, 1984; LARRANAGA
et al., 2000) e ocasionalmente em adultos (BURTON et al., 1972).

Os sorotipos 1, 2, 5 e 6 pertencem ao subgénero C, sdo considerados endémicos,
infectam as adenoides e tonsilas, podendo ser isolados de fezes de individuos assintomaticos
por longos periodos (ALLARD; ALBINSSON; WADELL, 2001). Os AdV pertencentes aos
subgéneros B e C tém mostrado uma grande variabilidade genética pela analise de restricao
do DNA (ALLARD et al., 1990; ELNIFRO et al., 2000). AdV do tipo 2 (AdV2) e do tipo 5
(AdV5) (subgénero C) sdo agentes etiologicos de episddios epidémicos e esporadicos,
afetando o trato respiratorio superior e inferior, particularmente em criangas (FOY, 1997;
VIDELA et al., 1998). O subgénero D apresenta a maior variabilidade genética entre os AdV
humanos, sendo a maioria dos sorotipos isolados de individuos com infecgdes assintomaticas.
Alguns sorotipos do subgénero D, como 8, 10 e 19 estdo associados a queratoconjuntivite
epidémica. O subgénero E possui um tinico membro, o sorotipo 4, que pode causar infec¢ao
respiratdria e ocular, mas um genétipo variante do 4 tem sido associado com conjuntivites
(WADELL, 1984).

Os AdV entéricos 40 e 41 (subgénero F) diferem dos outros sorotipos por
apresentarem duas fibras distintas e por serem de cultivo fastidioso (UHNOO et al., 1984;
WADELL et al., 1994; PINTO et al., 1995; SHENK, 1996; HORWITZ, 1996; MEDEIROS et
al., 2001; SOARES et al., 2002).

Além dos sorotipos entéricos 40 e 41, alguns sorotipos pertencentes aos subgrupos A,
B e C também té€m sido apontados como agentes etiologicos de gastroenterites em criangas
(ADRIAN; WIGAND, 1989; BROWN, 1990). Além disso, se sabe que quase todos os
sorotipos podem se replicar no trato intestinal sem exibir gastroenterite sendo
subsequentemente excretados nas fezes (HORWITZ, 2001), podendo contaminar esgotos,
rios, mares ¢ moluscos (GIRONES et al., 1995; PINA et al., 1998; LEES, 2000).

Em comparacdo com as infec¢des causadas por RV, os AdV entéricos geralmente

causam diarréia menos severa, porém por um periodo mais prolongado, podendo persistir por
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semanas. Estudos sorologicos indicam que 50% das criangas e jovens apresentam imunidade a
infec¢do por este virus (LEES, 2000).

Os AdV sdo mais estaveis em varios ambientes e resistentes a agdo de agentes
quimicos como cloro, e fisicos como a radiagdo ultravioleta (UV) (REYNOLDS et al., 2001;
GERBA; RAMOS; NWACHUKU, 2003; GERBA; NWACHUKU; RILEY, 2003;
THURSTON-ENRIQUEZ et al., 2003a; THURSTON-ENRIQUEZ et al., 2003b), bem como
a condigdes diversas de pH. Essas caracteristicas possibilitam sua permanéncia no meio
ambiente por longos periodos. Alguns deles apresentam certa resisténcia aos estagios primario
e secundario do tratamento de aguas de esgoto, o que aumenta ainda mais o risco da
populacdo ser contaminada por esses virus (ENRIQUEZ; HURST; GERBA, 1995;
REYNOLDS et al., 2001).

A escolha deste agente viral para o estudo no presente trabalho de dissertagdao foi
baseada no risco que ele apresenta a saude publica, quando presente no meio ambiente, e a
sua grande estabilidade e resisténcia a condi¢cdes adversas (GERBA; ROSE, 1990; PUIG et
al., 1994; PINA et al., 1998). Além disso, muitos pesquisadores tém sugerido a utilizagcdo dos
AdV como um indicador de contaminagdo viral humana no meio ambiente, visto que esses
virus sdo detectados, também, quando hé a presenga de enterovirus e/ou HAV (PUIG et al.,
1994; PINA et al., 1998; CHO et al., 2000; HERNROTH et al., 2002; MUNIAIN-MUJIKA et
al., 2002).

2.6.2 Virus da Hepatite A

O HAV ¢ um membro da familia Piconaviridae (MINOR, 1991; CROMEANS;
NAINAN; MARGOLIS, 1997; CUTHBERT, 2001). No entanto, ele foi primeiramente
descrito com um membro do género Enterovirus (sorotipo 72) por compartilhar com os outros
virus deste género algumas propriedades fisico-quimicas e caracteristicas morfologicas e
genOmicas gerais, assim como transmissao pela via fecal-oral.

Atualmente, ¢ classificado em um género separado, o dos Hepatovirus (MINOR,
1991; CUTHBERT, 2001), devido a vérias caracteristicas: ele ¢ atipico quanto a seqliéncia do
seu acido nucléico, ou seja, possui baixa porcentagem de homologia com o genoma dos
enterovirus; possui termoestabilidade a 60°C; seu sitio de replicacdo ¢ o figado; sua

multiplicagdo em cultura celular ¢ lenta e o isolamento primdrio em culturas celulares é
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dificil, lento e fastidioso, pois os virus selvagens ndo apresentam efeito citopatico (ECP) e
tendem a estabelecer uma infec¢do persistente (BEARD et al., 1999; SCIPIONI; DAUBE;
THIRY, 2000).

O virus possui um genoma bastante conservado, sendo que as diferentes cepas de
HAYV do mundo inteiro correspondem a um unico sorotipo e sdo classificadas em diferentes
genotipos, de acordo com andlises de seqiiéncias (ROBERTSON et al., 1992; APAIRE-
MARCHAIS et al., 1995; COSTA-MATTIOLI et al., 2003). Atualmente, esta classificacio
compreende quatro genotipos humanos (I, II, IIT e VII) e trés simios (IV, V e VI), além de
evidéncias de recombinagdo em populacdes naturais do virus (COSTA-MATTIOLI et al.,
2003).

O HAYV tem forma icosaédrica e nao ¢ envelopado (WINOKUR; STAPLETON, 1992;
CUTHBERT, 2001). O genoma viral ¢ constituido por um acido ribonucléico (RNA) de fita
simples (CUTHBERT, 2001) de polaridade positiva. A cadeia de RNA consiste de trés
regides: uma regido ndo codificadora na extremidade 5" de 734 a 740 nucleotideos, uma parte
intermediaria, codificadora (quadro aberto de leitura- ORF), com 2.225 a 2.227 nucleotideos e
uma parte ndo codificadora na extremidade 3"~ com 40 a 80 nucleotideos (BROWN et al.,
1991; BROWN; ZAJAC; LEMON, 1994; HOLLINGER; TICEHURST, 1996; PEREIRA;
GONCALVES, 2003). A regido ndo codificadora situada na extremidade 5" ¢ conservada no
HAV (mais de 92% de nucleotideos idénticos). A regido codificadora responde por onze
proteinas, cuja expressao € feita através de uma unica poliproteina (BEARD et al., 1999).

A parte intermedidria codifica uma poliproteina que, por meio de clivagem, por
protedlise, se transforma na proteina viral madura. Esta regido ¢ denominada P1, e possui as
proteinas do capsideo viral VP1, VP2 e VP3 (GAUSS-MULLER; LOTTSPEICH;
DEINHARDT, 1986; PROBST; JECHT; GAUSS-MULLER, 1999). A quarta proteina do
capsideo viral (VP4), essencial para a formagdo da particula viral (PROBST; JECHT;
GAUSS-MULLER, 1999), ndo estd presente nas particulas virais maduras (CUTHBERT,
2001; NAINAN et al., 2006). As proteinas ndo estruturais encontradas nas regides P2 e P3 sao
responsaveis pela sintese de RNA e maturagdo da particula viral (CUTHBERT, 2001).

A hepatite A tem distribui¢do universal, sendo endémica em muitas regides, mas a
prevaléncia da infeccdo varia muito com o grau de higiene e com as facilidades sanitérias
disponiveis para as populagdes. A transmissdo deste virus ocorre por via fecal-oral,
principalmente através da ingestdo de dgua e alimentos contaminados (CUTHBERT, 2001).

ApoOs a replicagdo no trato gastrintestinal ou no figado, esses virus sdo excretados em altas
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quantidades nas fezes (10° a 10" particulas virais por grama) e podem ser dispersos no
ambiente por esgoto ndo tratado (MUNIAIN-MUIJIKA et al., 2002).

Quando se analisa a prevaléncia de sorologia positiva para o anti-HAV total em
diferentes regides do mundo quatro padrdes de endemicidade podem ser observados: a) em
paises pobres, com baixo indice de facilidades sanitarias, a infec¢do tem incidéncia muito alta,
ocorrendo precocemente e, mais de 90% das criancas tem sorologia positiva para o HAV no
fim da primeira década de vida; nessas regides a hepatite aguda ¢ menos freqiiente nos nativos
e as epidemias mostram-se raras; b) em paises com melhores condi¢des sanitarias a incidéncia
¢ intermedidria e a curva de distribui¢do vai se tornando sigmdide, com prevaléncia mais
baixa nas duas primeiras décadas de vida e com pico de prevaléncia de sorologia positiva na
adolescéncia; nessas regides a hepatite aguda ¢ mais freqiiente, representando risco para os
susceptiveis nao vacinados e surtos epidémicos podem ocorrer devido a contaminagao
acidental de alimentos e da agua; c) em regides desenvolvidas a incidéncia da doenga ¢ baixa,
com o pico de prevaléncia de sorologia positiva para 0 HAV em adultos jovens, sempre em
niveis mais baixos do que nas regides de prevaléncia intermediaria; a incidéncia da doenca ¢
baixa e epidemias podem ocorrer por contaminagdo acidental de 4dgua e alimentos; d) em
regioes desenvolvidas, com pouca migragdo, a incidéncia pode ser muito baixa e o pico de
prevaléncia de pacientes com sorologia positiva para o HAV ocorre tardiamente, em adultos;
nessas areas a doenca ¢ muito pouco freqiiente geralmente adquirida por pessoas que viajaram
para areas de maior endemicidade e os surtos epidémicos sdo raros (FEINSTONE; GUST,
2000; CUTHBERT, 2001).

O HAV ¢ o principal causador de hepatites agudas no mundo inteiro, podendo
conduzir & doenca severa e até mesmo a morte, ou ocasionar epidemias. A doenga clinica
ocorre ¢ uma taxa de mortalidade de 1 a 2% ¢ estimada entre adultos e adolescentes nao
imunes, nos paises industrializados (CUTHBERT, 2001; KHUROO, 2003).

Uma revisado da literatura publicada sobre a prevaléncia de anti-HAV total em algumas
cidades brasileiras mostra um padrdo heterogéneo: alta prevaléncia nas regides Norte e
Centro-Oeste (GAYOTTO; QUARENTEI; CABRAL, 1984; QUEIROZ et al.,, 1995a;
QUEIROZ et al., 1995b; CLEMENS et al., 2000; DE PAULA et al., 2001; ASSIS et al.,
2002), com padrao semelhante aos observados em regides subdesenvolvidas e prevaléncia
decrescente da regido Sudeste para a regido Sul (ABUZWAIDA et al., 1978; PANNUTI et al.,
1985; OLIVEIRA et al., 1991; FERREIRA; PEREIRA LIMA; BARROS, 1996; FOCACCIA
et al., 1998; PINHO et al., 1998; SABACK et al., 2001; TRINTA et al., 2001), onde a
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prevaléncia na primeira década, mesmo nas populagdes de mais baixa renda ¢ menor do que a
observada na regido Norte.

O Brasil exibe um padrao muito heterogéneo de endemicidade da infecg¢do pelo HAV,
variando de acordo com a regido geografica e com os grupos socioecondmicos (VILLAR et
al., 2006). No passado, o Brasil era considerado como uma area com alta endemicidade onde
quase todas as pessoas tinham sido infectadas no comeco da infancia (VITRAL et al., 1998).

O HAYV tem alto grau de estabilidade fisico-quimica, sendo estavel em pH 1 durante 5
horas (h) a temperatura ambiente e durante 90 minutos (min) a 38°C (SCHOLZ; HEINRICY;
FLEHMIG, 1989). O virus pode sobreviver por 671 dias a 4°C e por 25 dias a 25°C
(MELNICK, 1995), ¢ relativamente resistente ao calor (60°C por uma h), ao tratamento com
éter e a detergentes. Outra caracteristica importante deste virus € que o mesmo permanece
infectante apds o congelamento (SEYMOUR; APPLETON, 2001). A inativacdo do HAV ¢
possivel a uma temperatura superior a 85°C por 1 min (NAINAN et al., 2006), pode também
ser inativado por autoclavacdo (121°C/20 min), UV, formalina (8% por 1 min a 25°C),
permanganato de potéssio (30 mg/L por 5 min), cloro (cloro livre residual com concentragao
de 2 a 2,5 mg/L por 15 min), e compostos contendo cloro (3 a 10 mg/L. de hipoclorito de
sodio a 20°C por 5 a 15 min) (WHO, 2000).

A cepa selvagem do HAV ¢ também fastidiosa sendo que seu cultivo in vitro ¢
bastante dificultado (NUANUALSUWAN; CLIVER, 2002). Mesmo assim sua presen¢a no
meio ambiente pode ser demonstrada por técnicas moleculares que envolvam amplificacao

génica (YOTSUYANAGI et al., 1996).

2.6.3 Enterovirus

Devido a sua alta prevaléncia e a facilidade de isolamento em cultura celular, os
enterovirus t€ém uma longa histéria de uso como marcadores de polui¢do ambiental. Muitos
trabalhos relatam o isolamento destes virus em esgotos, aguas poluidas e em moluscos
bivalves (JAYKUS; DE LEON; SOBSEY, 1994; HONG et al., 2000; LE GUYADER et al.,
2000; LEES, 2000).

O género Enterovirus, pertencente a familia Picornaviridae, ¢ constituido por: PV

humanos tipos 1 a 3, coxsackievirus humanos Al a A22 e A24, coxsackievirus humanos B1 a
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B6, echovirus humanos 1 a 7, 9, 11 a 27 e 29 a 33, enterovirus humanos 68 a 71 e alguns
enterovirus ndo humanos (MODLIN, 1995; MELNICK, 1996). Os enterovirus sdo particulas
virais com RNA de fita simples, capsideo icosaédrico com um didmetro de 20 a 30 nm
(FONG; LIPP, 2005).

Os enterovirus sdo estaveis em uma faixa de pH entre 3 e 9, sensiveis ao cloro e
inativados por UV (MELNICK, 1996), 72°C por 15 segundos (s) e por tratamento com
diluigdo 1:125 de agua sanitaria por 30 s (WEBER et al., 1999; MARGOLIS, 2000;
STRAZYNSKI; KRAMER; BECKER, 2002). A maioria ¢ citopatogénica ¢ pode ser
propagada em células primarias ou de linhagem continua de uma variedade de tecidos de
origem humana ou de macaco, tais como HeLa, WI-38 e Vero (MELNICK, 1996).

Cerca de 66 tipos sorologicos de enterovirus conhecidos podem infectar o homem. De
maneira geral, sdo eliminados por longos periodos através das fezes (um meés ou mais) e,
normalmente, causam infec¢des assintomaticas, embora também possam causar paralisias,
meningites ou cardiomiopatias. S3o encontrados em todas as partes do mundo e estdo
amplamente distribuidos durante o ano inteiro, porém com uma maior freqiiéncia no verdo e
no outono em paises de clima temperado (MELNICK, 1996; BORCHARDT et al., 2003).

Enfermidades causadas por enterovirus e veiculadas pela dgua ndo sdo facilmente
reconhecidas, ja que ¢ baixo o indice de transmissdo desses virus pela agua (MELNICK,
1996). No entanto, em diferentes paises, estes patogenos t€m sido evidenciados em surtos de
gastroenterites associadas a ingestdo de dguas destinadas ao consumo humano contaminadas
(HAFLIGER; HUBNER; LUTHY, 1999; GOFTI-LAROCHE et al., 2001; FROST; KUNDE;
CRAUN, 2002).

Nossa énfase em relagdo ao género Enterovirus foi sobre o PV (ROMERO;
ROTBART, 1993). Sao virus ndo envelopados, com um capsideo icosaédrico que circunda o
material genomico constituido de uma fita simples de RNA cuja extremidade 5’ apresenta-se
ligada a proteina codificadora viral (VPG), e na extremidade 3’ encontra-se uma cauda
poliadenilada (MINOR, 1999; FRIEDRICH, 2000).

O PV ¢ classificado sorologicamente em trés sorotipos, designados por 1, 2 e 3
baseados na natureza antigénica do capsideo (WHITE; FENNER, 1994: MINOR, 1999). O
PV normalmente infecta seu hospedeiro atacando o sistema nervoso central e causando
paralisia em suas vitimas (poliomielite) (FONG; LIPP, 2005).

A poliomielite ¢ uma doenga altamente infecciosa causada por qualquer um dos trés

tipos de PV: tipo 1, 2 ou tipo 3. A doenca ndo tem tratamento especifico, mas pode ser
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prevenida através da vacinagdo (BONNET; DUTTA, 2008). PV ¢ considerado um dos virus
de RNA mais rapidamente evoluido (MACADAM et al., 1991; GAVRILIN et al., 2000;
MARTIN et al., 2000). Os mecanismos desta evolucdo rapida do PV s3o as mutagdes e os
eventos recombinantes. A vacina oral de PV vivo atenuado (OPV) consiste de cepas de PV
vivos atenuados (cepas vacinais Sabin) de trés sorotipos de PV (DEDEPSIDIS et al., 2007). A
utilizagdo da vacina atenuada para PV (vacina Sabin) resulta em liberagdo fecal das cepas
virais vacinais, que podem sobreviver ao processo de tratamento de esgoto (GERBA, 1981) e
persistir no ambiente por varios meses (SATTAR, 1981). O OPV demonstra ser uma vacina
muito efetiva na interrup¢do da transmissdo do PV selvagem. Entretanto, devido a sua
instabilidade genética e produgdo rapida de reversdo durante a replicagdo viral em pessoas que
receberam a vacina, ela apresenta duas desvantagens para seu uso (KEW et al., 2004). O mais
comumente reconhecido efeito adverso associado a vacina ¢ a poliomielite paralitica
associada a vacina (VAPP) (ASSAAD; COCKBURN, 1982), provavelmente causada pela
reversdo da neuroviruléncia da cepa viral vacinal como resultado de um ponto de mutacao ou
recombinagdo com PV selvagem (LI et al., 1996), cujos sintomas clinicos sdo idénticos ao da
poliomielite paralitica causada pelo PV selvagem (KEW et al., 2005).

Durante a multiplicagdo das cepas vacinais Sabin no intestino humano, mutacdes em
sitios especificos do genoma estdo associados com o fenotipo atenuado das cepas vacinais
Sabin e recombinagdes entre as cepas podem resultar em perda do fenotipo atenuado das
cepas OPV e aquisi¢do de tragos caracteristicos do PV selvagem, com um aumento da
neuroviruléncia e perda da sensibilidade a temperatura (CAMMACK et al., 1988;
ABRAHAM et al., 1993; FURIONE et al., 1993). Desde que os programas foram lancados
em 1988, a incidéncia de casos de poliomielite tem reduzido drasticamente (PALLANSCH;
SANDHU, 2006). A taxa mundial de VAPP (acidentes pds vacinais) ¢ de 1 caso por 750.000
vacinas primdrias (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 1997).
Entretanto, o uso continuo de OPV em areas livres de poliomielite tem mantido o risco de
VAPP como tnica fonte da doenga paralitica (TANO et al., 2007).

Em meados de 2003, dois estados nigerianos suspenderam a OPV, o que provocou
uma epidemia nacional e tem levado a novos casos em 20 paises livres de poliomielite e
milhares de criangas com paralisia (CHAN, 2008). PV permanece endémico em quatro paises:
Nigéria, Afeganistdo, Paquistio e India (ARITA, 2006), e isso pode resultar em uma
estimativa de quatro milhdes de criangcas com poliomielite paralitica nos proximos 20 anos

(THOMPSON; TEBBENS, 2007). Nos paises da América Latina ha informacdes clinicas
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limitadas sobre o uso de OPV (BONNET; DUTTA, 2008).

Individuos competentes imunologicamente excretam o PV por curtos periodos apos a
vacinagdo com OPV. Este periodo de excre¢do raramente excede varias semanas (MINOR,
1992). Entretanto, pacientes imunodeficientes podem excretar poliovirus derivados de vacina
(VDPVs) por vérios meses e até varios anos (MARTIN, 2006). Um individuo no Reino Unido
¢ conhecido por excretar PV derivado vacina Sabin-2 por um tempo estimado de 18 anos e
ainda excreta até¢ o presente (MACLENNAN et al.,, 2004). As cepas vacinais Sabin se
replicam no intestino de pessoas imunocompetentes por periodos limitados de tempo apds a
vacinagdo. Durante este periodo que se estende entre varios dias e trés meses, o individuo
vacinado pode excretar virus em que mutacdes e rearranjos genéticos sdo selecionados muito
rapidamente. Essas mudancas ocorrem de maneira seqiiencial provavelmente como resposta a
diferentes pressoes seletivas no intestino (MINOR, 1992). A prevaléncia de excrecdo do PV
por longos periodos em individuos com imunodeficiéncia ndo ¢ conhecida, embora estudos
envolvendo mais de 1.000 individuos em diferentes paises que incluem imunodeficientes para
células B, individuos com a infec¢do pelo HIV e criangcas com sindromes respiratorias e
gastrointestinais recorrentes, ndo encontraram individuos que excretam o virus vacinal por
longos periodos (HALSEY et al., 2004).

A habilidade para identificar PV selvagem e PV vacinal em amostras clinicas e
ambientais ¢, portanto necessaria para monitorar a efetividade das estratégias de vacinagdo do
PV (POYRY; STENVIK; HOVI, 1988; BOTTIGER; HERRSTROM, 1992; MIYAMURA et
al., 1992; TAMBINI et al., 1993), para identificar € monitorar a deflagragao do PV (HOVI et
al., 1986; SLATER et al., 1990; OOSTVOGEL et al., 1994; VAN DER AVOORT et al.,
1995; CONYN-VAN SPAENDONCK et al., 1996), para diagnosticar os casos de VAPP e
para excluir outros enterovirus de uma doenga tipo poliomielite (CHUMAKOV et al., 1979;

MELNICK, 1984; DIETZ et al., 1995).

2.6.4 Rotavirus

O material genético do RV humano ¢ composto por RNA de dupla fita que pertence a
familia Reoviridae (ARIAS et al., 2002; PARASHAR et al., 2003), compreendendo particulas
com simetria icosaédrica, ndo-envelopados, o que os torna mais resistentes aos solventes

lipidicos (FLEWET et al., 1974).
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A particula viral mede aproximadamente 100 nm de didmetro (ARIAS et al., 2002).
Apresentam capsideo triplo formado por trés camadas protéicas concéntricas, que foram
designadas como capsideo externo, intermediario e interno (core) (PRASAD; CHIU, 1994),
no qual se encontra o genoma composto por 11 segmentos de RNA dupla-fita (NEWMAN et
al., 1975).

Das proteinas codificadas por esses segmentos, seis sdo estruturais € seis sdo nao-
estruturais (ANGEL; FRANCO; GREENBERG, 2007). Cada um dos segmentos codifica uma
proteina especifica. Estudos com a estirpe simia SA1l de RV, identificaram uma sexta
proteina nao-estrutural, codificada pelo segmento 11 do genoma viral, sendo esse o Unico
segmento de RV que codificaria mais de uma proteina (MATTION et al., 1991).

As proteinas estruturais sdo designadas VP (Viral Protein) seguidas por numero
seqliencial na ordem decrescente da massa molecular. No core estdo presentes as proteinas
VP1 (125KDa), VP2 (94KDa) e VP3 (88KDa); no capsideo intermediario a VP6 (46KDa), e
no capsideo externo as proteinas VP4 (88KDa) e VP7 (38KDa) (ESTES; COHEN, 1989). As
proteinas ndo-estruturais, encontradas nas particulas virais maduras, recebem a denominagao
NSP (Non-Structural Protein).

No core viral, as proteinas VP1 (Pol) ¢ VP3 (Cap) estdo diretamente associadas ao
genoma. A proteina VP2 constitui a capa, sendo a mais abundante do core viral com 120
moléculas por virion (ESTES, 2001). A proteina VP1 possui atividade de RNA polimerase
RNA-dependente e a proteina VP3 tem atividade de guanililtransferase e metiltransferase
(ANGEL; FRANCO; GREENBERG, 2007), estando envolvida na adicao da estrutura 5’-cap
presente nos RNAs mensageiros. O capsideo intermedidrio ¢ formado por 780 moléculas da
proteina estrutural VP6, organizadas em 260 unidades triméricas. O capsideo externo ¢
composto por duas proteinas, VP4 ¢ VP7, que sdo responsaveis pelas interagdes iniciais do
virus com a célula hospedeira. A superficie externa do virus apresenta 780 copias da
glicoproteina VP7, em arranjos trimeros e 120 copias da proteina VP4, que formam 60
estruturas diméricas semelhantes a espiculas. A proteina VP4 ¢ uma proteina susceptivel a
clivagem por proteases intestinais que promovem sua adsorcdo aos vilos intestinais (no
intestino delgado a proteina VP4 ¢ clivada pela tripsina em VPS5 e VP8 e esta clivagem
possibilita a adsor¢do e penetracdo viral na célula) (ESTES, 2001; ANGEL; FRANCO;
GREENBERG, 2007) (Figura 2).
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dsRIMA segment

Figura 2. Representagdo esquematica da particula viral do rotavirus. Fonte: Angel, Franco e

Greenberg (2007).

Sao reconhecidos sete sorogrupos de RV nomeados de A a G (ESTES; COHEN, 1989;
GLASS et al., 1996; SANTOS; HOSHINO, 2005), sendo os ultimos quatro encontrados
apenas em animais (ESTES, 2007). RV do grupo A sido os maiores responsaveis por diarréias

graves em criancas no mundo todo (GLASS et al.,1996).

A identificacdo dos sorotipos/genotipos dos RV ¢ determinada através da analise das
proteinas estruturais VP7 e VP4, respectivamente. A classificacdo dos sorotipos ¢ designada
pela especificidade de anticorpos neutralizantes para ambas as proteinas. O sorotipo VP7 ¢
denominado sorotipo G, pois a VP7 ¢ uma glicoproteina, ja o sorotipo VP4 ¢ denominado P,
por esta ser uma proteina susceptivel a clivagem por proteases. Quatorze sorotipos G foram
determinados por ensaios de neutralizagdo e dez destes tem sido recuperados de humanos. Em
relacdo aos sorotipos P, 14 tem sido descritos e destes 9 foram recuperados de humanos. Vale
ressaltar que podem ocorrer diversas combinagdes entre os genes que codificam para as

proteinas estruturais VP7 e VP4, uma vez que estes segregam independentemente (SANTOS;

HOSHINO, 2005).

A proteina estrutural VP6 ¢ codificada por um gene muito conservado dentre todos os
sorotipos/gendtipos de RV. Como esta pode ser comum a grande maioria dos sorotipos de
RV, este gene pode ser usado para a detec¢do de varios sorotipos, sendo que o iniciador
génico utilizado flanqueia uma regido de 379 pares de base (pb) neste gene. Posteriormente o

sorotipo especifico pode ser determinado com iniciadores para os genes codificadores de VP7



Revisdo Bibliografica 42

e VP4 (ITURRIZA-GOMARA et al., 2002; FONG; LIPP, 2005).

A infec¢do ocorre principalmente pela via oral por meio da ingestio de agua e
alimentos contaminados com fezes (KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001). A
doenca ocasionada pelo RV ¢ precedida por um periodo de incubagao de 24 a 48 h. Durante a
infecgdo, um grande niimero de particulas virais é excretado nas fezes (10° a 10" particulas
por grama de fezes). Além disso, as particulas sdo resistentes a inativacao fisica contribuindo
para a transmissdo dos RV. Infec¢des constantes em enfermarias e alta taxa de infecg¢des
nosocomiais sdo caracteristicas que reforcam a contaminagao do ambiente como importante
fonte de infec¢dao (AITKEN; JEFFRIES, 2001; SWIERKOSZ, 2001).

A cepa do RV que foi utilizada como virus padrao neste trabalho foi o simio SA1l,
que ¢ seguro, uma vez que o RV simio mimetiza com confiabilidade os mesmos efeitos
produzidos pela cepa humana deste virus e, ao mesmo tempo, ndo confere periculosidade ao
manipulador, desde que respeitadas as condicoes de biosseguranca, disponiveis no

laboratorio.

2.7 Metodologias disponiveis para deteccao de virus em lodo de esgoto

As metodologias desenvolvidas para a detec¢do viral em amostras clinicas e
ambientais refletem a evolugdo do conhecimento na area de virologia, que comegou com o
1solamento dos virus por indugdo da doenga em animais de laboratdrio, detec¢ao do ECP viral
em culturas celulares, evoluindo para metodologias imunolédgicas e moleculares que detectam
o material genético viral e identificam as espécies circulantes, através de andlise de restricao
(Reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)-restriction fragment length polymorphism-(RFLP))
(METCALF; MELNICK; ESTES, 1995; ELNIFRO et al., 2000; ALLARD; ALBINSSON;
WADELL, 2001; SOARES et al., 2002).

Quando presentes no meio ambiente, 0s virus encontram-se em pequenas quantidades
ou muito dispersos. Além disso, no lodo tratado os virus presentes podem ser infectivos ou
ndo. Assim, o lodo proveniente das ETE’s pode ser uma fonte de contaminagdo ao meio
ambiente e aos seres humanos quando ¢ introduzido como fertilizante na agricultura sem
nenhum tratamento, razdo pela qual ¢ de extrema importancia a realiza¢do de estudos que
visem a detec¢do, quantificacdo e distribui¢do de virus que circulam no meio ambiente

(ABBASZADEGAN; STEWART; LECHEVALLIER, 1999).
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A técnica de cultura celular foi uma técnica muito utilizada para determinar a
ocorréncia de enterovirus infecciosos em amostras ambientais antes do desenvolvimento de
métodos moleculares como a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) no final da década de
1980 e ¢ ainda o unico método para determinar a infecciosidade das particulas virais presentes
em amostras ambientais (FONG; LIPP, 2005). Por meio deste método o nimero de particulas
virais ¢ aumentado pela multiplicagdo e a detecg¢do ¢ possivel pelo desenvolvimento de um
ECP caracteristico da infeccdo viral, o qual ¢ visualizado em microscopio Otico
(REYNOLDS; GERBA; PEPPER, 1996).

Os ensaios utilizando células BGMK foram um dos métodos mais tradicionais para
monitoramento de enterovirus em amostras ambientais (BERG et al., 1984). Entretanto,
muitos virus entéricos podem nao ser detectados por este método e, portanto este pode nio ser
adequado para avaliar a contaminagdo (CHAPRON; BALLESTER; MARGOLIN, 2000). A
recuperagao de virus entéricos em amostras de lodo de esgoto pode ser variavel e pequenas
quantidades de virus podem ser recuperadas, estando abaixo do limite de deteccdo de um
ensaio de placa. Isto se confirma quando inibidores ambientais estdo presentes no lodo de
esgoto, o que pode impedir a formagao da placa (CHAPRON; BALLESTER; MARGOLIN,
2000). Podem ocorrer também resultados falso-positivos devido a presenca de substancias
citotoxicas como os 4cidos hiimicos, metais pesados e ions ferro, presentes nas amostras
ambientais. Essas substincias, por promoverem a lise celular, podem interferir na
especificidade dos resultados (MONPOEHO et al., 2001; REYNOLDS et al., 2001).

A existéncia de uma grande diversidade de virus presentes nas amostras ambientais
também ¢ um fator que pode dificultar a detec¢do de determinados grupos de virus, uma vez
que os menos fastidiosos produzem alteragdes morfologicas na monocamada celular mais
rapidamente do que os mais fastidiosos (REYNOLDS; GERBA; PEPPER, 1996;
REYNOLDS et al., 2001).

Virios métodos tém sido desenvolvidos para detec¢dao de patdogenos virais em lodo de
esgoto (BERMAN; SAFFERMAN, 1981; BRASHEAR; WARD, 1982; SAFFERMAN;
ROHR; GOYKE, 1988; STETLER; MORRIS; SAFFERMAN, 1992). Eles normalmente
consistem em trés procedimentos, que sdo a eluicdo viral do lodo, a concentragdo viral e a
detec¢do viral (SANO et al., 2003).

Antes da eluicdo das particulas virais, algumas metodologias indicam a adicdo de
AICl; e ajuste da solugdo para um pH 3,5 (BERMAN; SAFFERMAN, 1981; EPA, 1992;
SOARES et al., 1994; SCHWARTZBROD, 1995) ou glicina 1M pH 2,0 (SCHEUERMEN;
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FARRAH; BITTON, 1986).

No processo de elui¢do das particulas virais, varias solu¢des sdo indicadas como
eluentes. Entre elas podemos citar: mistura de caseina isoelétrica com lecitina semi-purificada
a 3% (JOHNSON; ELLENDER; TSAI, 1984); extrato de carne em diferentes pHs e
concentragdoes (HURST et al., 1978; EPA, 1992; AHMED; SONRENSEN, 1995; STRAUB;
PEPPER; GERBA, 1995; SCHWARTZBROD, 1995); tampao borato 0,1M contendo extrato
de carne a 3% (pH 9) (ALBERT; SCHWARTZBROD, 1991); Na,HPO,, acido citrico e
extrato de carne a 3% (SOARES et al., 1994; STRAUB et al., 1994); solugao contendo glicina
0,05M, NaCl 0,14M (MIGNOTTE; MAUL; SCHWARTZBROD, 1999); extrato de carne a
7% e NaCl 0,3M (ALOUINI; SOBSEY, 1995); glicina (WALLIS; HENDERSON;
MELNICK, 1972; SOBSEY et al., 1973; JAKUBOWSKI et al., 1974; JOFRE et al., 1989;
PUIG et al., 1994; FORMIGA-CRUZ et al., 2005; HUNDESA et al., 2006); solucao contendo
Na,HPO4, KH,PO4, NaCl, MgSQ,, CaCl, em agua destilada (TARTERA; JOFRE, 1987).
Além disso, o volume de eluente adicionado ¢ de 2 a 50 vezes maior que o do lodo original.

A mistura entre o lodo e o eluente pode ser feita por agitacio mecanica ou magnética,
sonicacdo ou pela associacdo destes. Entre as metodologias disponiveis, a empregada por
Albert e Schwartzbrod (1991) e Otawa et al. (2007) indica a sonicacdo da solugdo. O periodo
de contato entre o eluente ¢ o lodo também ¢ bastante variavel, de 5 min (HURST et al.,
1978), 10 min (SOARES et al., 1994), 30 min (EPA, 1992) a 45 min (ALBERT;
SCHWARTZBROD, 1991).

Esse estagio ¢ seguido por centrifugacdo com velocidade e tempo varidveis de acordo
com a metodologia adotada. Apds o processo de elui¢do viral, algumas metodologias indicam
a concentracdo viral que pode ocorrer por floculagdo organica (KATZENELSON; FATTAL;
HOSTOVESKY, 1976) ou precipitagdo com PEG 6000 (LEWIS; METCALF, 1988).

No processo de concentracdo descrito por Lewis e Metcalf (1988), a precipitagdo viral
ocorre com PEG em um periodo de incubagao de 14 a 16 h. Apds, ocorre uma centrifugagdo e
o tempo desta ¢ varidvel de acordo com o estudo, para citar: 10000 Xg por 45 min
(BELGUITH; HASSEN; AOUNI, 2006) e 10000 Xg por 90 min (MIGNOTTE; MAUL,;
SCHWARTZBROD, 1999; MONPOEHO et al., 2001; MONPOEHO et al., 2004).

Virios estudos avaliaram algumas das metodologias de eluicdo viral descritas.
Mignotte, Maul e Schwartzbrod (1999) compararam oito métodos de eluigdo viral. Os mais
eficientes foram os descritos por Albert e Schwartzbrod (1991), Ahmed e Sorensen (1995),

Alouini e Sobsey (1995). J4, Monpoeho et al. (2001) ao comparar oito métodos concluiu que
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o que demonstrou o melhor rendimento na eluicdo viral foi o desenvolvido por Ahmed e
Sorensen (1995). Nos dois trabalhos relatados utilizou-se enterovirus como modelo de analise.

Entretanto, para Belguith, Hassen ¢ Aouni (2006) o método de elui¢do viral mais
eficiente para recuperar enterovirus foi o descrito pela EPA (1992), com uma alta recuperagdo
viral em cultura celular e melhor deteccdo por RT-PCR quando comparado a outros trés
métodos.

Ja € bem conhecido que residuos de lodo urbano sdo altamente heterogéneos e que
variagoes no conteudo viral de um residuo para outro torna dificil a comparagao
(BELGUITH; HASSEN; AOUNI, 2006), particularmente por lodo ativado e lodo adensado
onde o numero de particulas virais é geralmente menor que o limite de detec¢dao por cultura
celular (SCHWARTZBROD, 1995). Como resultado, a heterogeneidade da amostra afeta a
classificagdo estatistica e a recuperacao viral de diferentes métodos de eluicao (BELGUITH;
HASSEN; AOUNI, 2006).

A PCR ¢ um método sensivel e especifico para deteccao de genomas virais (KWOK et
al., 1988; LARZUL et al., 1988; LAURE et al., 1988; SAIKI et al., 1988; GRIFFIN et al.,
2003; GALLAGHER; MARGOLIN, 2007) e ¢ relativamente simples comparada a cultura
celular (GRIFFIN et al., 2003), porém nao ¢ capaz de distinguir entre particulas virais
infecciosas e ndo infecciosas (GRIFFIN et al., 2003). A eficiéncia de amplificagdo viral por
PCR em amostras ambientais ¢ influenciada pela habilidade de recuperagdo viral da matriz
ambiental e purificacdo do acido nucléico recuperado (METCALF; MELNICK; ESTES,
1995).

PCR precedida de transcrigdo reversa (RT-PCR) ¢ um método sensivel, especifico e
rapido para detecg¢do de virus com genoma de RNA; entretanto, ela também ndo ¢ capaz de
distinguir entre particulas virais infecciosas e particulas virais que foram inativadas e ndo
representam risco a saude (RICHARDS, 1999; SANO et al., 2003; BELGUITH; HASSEN;
AOUNI, 2006).

PCR integrada a cultura celular (ICC-PCR) foi desenvolvida para detectar particulas
virais cultivaveis (CHUNG; JAYKUS; SOBSEY, 1996; REYNOLDS; GERBA; PEPPER,
1996; CHAPRON et al., 2000). Este método combina cultura celular e detecgdo molecular do
acido nucléico gendémico viral (KO; CROMEANS; SOBSEY, 2003), superando as
desvantagens individuais da cultura celular e da PCR. O uso da cultura celular ajuda a diluir
os inibidores da PCR que, de outra forma, teriam que ser removidos utilizando técnicas como

colunas, que embora removam os inibidores da PCR, também reduzem simultaneamente a
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concentragdo de virus. Além disso, a cultura celular anteriormente a amplificacdo dos acidos
nucléicos fornece um sistema de amplificagdo in vitro que aumenta o numero de copias de
particulas virais infecciosas, que leva a um aumento na sensibilidade e aumenta a
probabilidade de sua detec¢dao, mesmo se as particulas virais ndo produzem ECP (KO;
CROMEANS; SOBSEY, 2003) e ao mesmo tempo permite uma diferenciagdo entre
particulas virais infecciosas e nao infecciosas (REYNOLDS, 2004). ICC-PCR permite avaliar
um grande ntimero de amostras quando comparado com a PCR tradicional (GALLAGHER;
MARGOLIN, 2007). Varios estudos t€ém considerado a sensibilidade, eficiéncia e facilidade
da ICC-PCR e descobriram que este ¢ um método melhor que a PCR tradicional ou a cultura
celular somente (BLACKMER et al., 2000; CHAPRON et al., 2000; GREENING; HEWITT;
LEWIS, 2002; JIANG et al., 2004; KO; CROMEANS; SOBSEY, 2003; LEE; JEONG, 2004;
LEE et al., 2005; REYNOLDS; GERBA; PEPPER, 1996; REYNOLDS; GERBA; PEPPER,
1997; REYNOLDS et al., 2001).

(RT)-PCR em tempo real ¢ uma técnica poderosa e cada vez mais popular para
deteccao rapida e quantificagdo de microorganismos patogénicos em amostras clinicas e
ambientais (HEIM et al., 2003; MONPOEHO et al., 2002).

Os procedimentos para detec¢do de virus no lodo devem permitir a recuperacao de
particulas virais de diferentes tipos de lodo, posto que o tipo de lodo pode influenciar na
recuperacdo do virus; produzir uma amostra final pequena o suficiente para permitir um
ensaio econdmico de toda a amostra; produzir uma amostra final livre de contaminantes
bacterianos e fungicos e que nao seja toxica as culturas celulares (FARRAH, 1987).

Virus potencialmente patogénicos encontrados em efluentes de esgoto incluem AdV
humanos A-F, PV, enterovirus A-D, HAV, RV do grupo A entre outros (GIRONES, 2006). O
monitoramento ¢ a deteccdo de patdgenos virais como PV, coxsackievirus e echovirus em
lodo de esgoto tem sido bem documentado (HURST, 1991; MATSUI; GREENBERG, 1996).

Como ja citado anteriormente, apesar do CONAMA ter publicado em 2006, a
Resolugdo 375, que define critérios e procedimentos, para o uso agricola de lodos de esgoto
gerados em ETE’s sanitario e seus produtos derivados (CONAMA, 2006), ainda ndo foram
realizados estudos sistematicos no Brasil sobre a presenga de patdgenos virais nesse tipo de
amostra.

A adocdo de uma metodologia simplificada e rapida, que possibilite a recuperacao de
virus entéricos humanos de amostras de lodo de esgoto, empregando técnicas classicas e

moleculares, ¢ ferramenta essencial em futuras avaliagdes sobre o risco em se utilizar esse
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material como coadjuvante na agricultura.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Padronizar técnicas de concentragdo e deteccdo de virus entéricos (métodos
moleculares e cultivo celular) a partir de amostras de lodo de esgoto e avaliar a prevaléncia de

AdV, HAV, PV e RV no lodo da ETE- Sistema Insular, de Florian6polis, SC.

3.2 Especificos

» Produzir e titular suspensoes-estoques dos virus utilizados no estudo.
» Padronizar o método de ecluigdo e concentragdo viral a partir do lodo de esgoto
autoclavado e semeado utilizando como modelo o AdV5.
» Avaliar diferentes protocolos de clarificagdo a partir do lodo de esgoto autoclavado e
semeado utilizando como modelo o AdV5.
» Avaliar diferentes protocolos de extragdo do material genético viral a partir do lodo de
esgoto autoclavado e semeado com concentragdes conhecidas utilizando como modelo o
AdVS5 (genoma DNA) e 0 RV Simio SA11 (genoma RNA).
» Determinar o limite de sensibilidade de deteccdo viral a partir do protocolo de
processamento, isolamento e purificagdo de material genético viral selecionado para detecgdo
de:

e AdV por PCR e nested PCR;

e HAV por RT- nested PCR;

e PV por RT-PCR;

e RV por RT-PCR.
» Avaliar a citotoxicidade das amostras de lodo de esgoto previamente autoclavadas em
células permissivas a infec¢do pelos virus de interesse.
» Utilizar os protocolos padronizados para a deteccdo de AdV, HAV, PV e RV em amostras
de campo coletadas de junho de 2007 a maio de 2008.
» Aplicar técnicas de ICC-PCR/ICC-nested PCR ou ICC-RT-(nested) PCR para verificar a

viabilidade das particulas virais detectadas por técnicas moleculares nas amostras de campo.
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» Quantificar e comparar a viabilidade dos AdV presentes nas amostras de campo através do
ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFT).

» Quantificar os AdV e o HAV presentes nas amostras de campo através da (RT)-PCR em
tempo real.

» Distinguir os tipos entéricos, AdV40 e AdV41, dentre os AdV detectados em amostras de
campo pelo método de PCR-RFLP.

» Avaliar a significancia estatistica dos resultados obtidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais Bioldgicos

4.1.1 Células

» Foram utilizadas células A549 originarias de carcinoma alveolar basal humano. Estas
células sdo permissivas a infec¢do in vitro pelo AdV2 e foram gentilmente cedidas pela
Professora Dr”. Rosina Girones Llop do Departamento de Microbiologia da Universidade de
Barcelona (Espanha);

» Foram utilizadas células embrionarias FRHK-4 originarias de rim de macaco Rhesus. Estas
células sdo permissivas a infecgdo in vitro pelo HAV e foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Keith Williams da Macquarie University (Australia);

» Foram utilizadas células HEP-2 originarias de carcinoma de orofaringe humana. Estas
células sdo permissivas a infecgdo in vitro pelo AdV5 e foram adquiridas do American Type
Culture Collection (ATCC), EUA;

» Foram utilizadas células epiteliais MA 104 originarias de rim de macaco verde africano.
Estas células sdo permissivas a infec¢do in vitro pelo RV e foram adquiridas do ATCC;

» Foram utilizados fibroblastos VERO (ATCC: CCL81) originarios de rim do macaco verde

da Africa (Cercophitecus aethiops). Estas células sdo permissivas a infecgdo in vitro pelo PV.

4.1.2 Virus

Os virus utilizados foram:
» AdV2 que foi gentilmente cedido pela Professora Dra. Rosina Girones Llop do
Departamento de Microbiologia da Universidade de Barcelona (Espanha);
» AdVS5 que foi gentilmente cedido pela Professora Dr®. Dolores U. Menhert do Laboratorio
de Virologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Sdo Paulo (USP);
» Cepa do HAV HAF 203 adaptada ao cultivo in vitro gentilmente cedida pela Dr’. Ana

Maria Coimbra Gaspar da Funda¢do Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro (RJ);
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» PV2 gentilmente cedido pelo setor de Virologia do Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo (SP);
» RV Simio SA11 que foi gentilmente cedido pelo setor de Virologia do Instituto Adolfo
Lutz, SP.

4.1.3 Amostras de lodo de esgoto

A primeira etapa do trabalho envolveu as padronizagdes das metodologias de elui¢do,
concentragdo viral e ensaios moleculares e de cultura celular. Para este processo, as amostras
de lodo de esgoto foram previamente autoclavadas (STRAUB; PEPPER; GERBA, 1995) a
120°C por 30 min (BELGUITH; HASSEN; AOUNI, 2006), para garantir a inativacao de
particulas virais eventualmente presentes antes da semeadura em laboratorio. As amostras de
lodo de esgoto foram obtidas da CASAN, Sistema Insular, com autorizacdo da mesma (Anexo
A-Autorizacdo de coleta de amostras na CASAN, ETE Insular) e ap6és o processo de

tratamento por lodo ativado sem a adigao de polieletrolitos.

As amostras coletadas de junho de 2007 a maio de 2008 serviram como amostras de

campo e foram estocadas a -80°C at¢ a finalizacdo das etapas de padronizagao.

4.2 Crescimento e manutencédo das células

As células A549, FRHK-4, MA104 e Vero foram mantidas em garrafas de 75cm?
contendo Meio Minimo Essencial com sais de Eagle’s (MEM) (Sigma), suplementado com
5% (volume-v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Gibco-BRL, Life Technologies do Brazil Ltda),
antibidticos/antifingico: penicilina G (100U/ml) e sulfato de estreptomicina (100ug/ml)
/anfotericina B (0,025ng/ml) (Gibco-BRL). As células Hep-2 foram mantidas nas mesmas
condi¢des citadas acima, porém suplementadas com 1% (v/v) de SFB.

As células foram mantidas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,.
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4.3 Preparo das suspensdes virais padrao

Para produ¢do dos estoques virais, as células foram previamente cultivadas conforme
descrito no item 4.2 e, ao atingirem uma monocamada confluente, foram lavadas 2X com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2. A seguir, as células receberam 1 ml de
um ind6culo viral j& existente (ndo quantificado). Somente os RV foram previamente tratados
com tripsina 10pg/mL por 30 min a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. Posteriormente, as
células foram incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO; por 90 min, a fim de propiciar a
adsorcdo das particulas virais & monocamada celular.

A seguir, o in6culo foi removido e as células suplementadas com meio para infecgao.
O meio de infeccdo para MA104 foi MEM suplementado com Sug/mL de tripsina, 2%
antibioticos/antifiingico e livre de soro. Para FRHK-4, o meio de manutencao consistia de
MEM acrescido de 2% de SFB e 1% antibioticos/antifungico. J& para as células Vero, era
MEM com 5% SFB e 1% antibioticos/antifungico. Para Hep-2, MEM suplementado com 1%
SFB e 1% antibioticos/antiflingico. As células foram incubadas sob as mesmas condi¢des
acima mencionadas.

A replicagdo viral foi monitorada a cada 24h pela observacdo de ECP nas células
infectadas utilizando-se um microscopio invertido, sendo que o controle negativo consistia de
uma cultura nao-infectada. Quando o percentual de destruicdo da monocamada atingiu 100%,
as células foram congeladas a —80°C e degeladas a 37°C por trés vezes, a fim de promover a
lise da membrana celular de células ainda intactas pela infec¢do viral e liberar os virus
intracelulares.

A suspensao foi transferida para um tubo e centrifugada a 350 Xg por 20 min a 4°C,
para remogao dos restos celulares. O sobrenadante foi utilizado para novas infecgdes em
células permissivas a fim de obter um estoque viral com alto titulo infeccioso. Isto foi
observado pela diminui¢do no tempo de observacdo do ECP nas células infectadas. Quando

esta meta foi atingida, os fluidos virais foram titulados, aliquotados e estocados a -80°C.

4.4 Determinacao do titulo infeccioso viral

Alguns conceitos basicos devem ser considerados antes de se iniciar a descricdo do

método propriamente dito. Segundo Burlenson, Chambers ¢ Wiedbrauk (1992):
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» Infecciosidade viral ¢ a capacidade que uma particula viral possui de invadir uma célula
e parasita-la para se replicar;
» Titulo corresponde ao nimero de particulas virais por unidade de volume, capazes de
infectar células permissivas;
» ECP ¢ o conjunto de todas as lesdes provocadas por uma particula viral nas células onde
ela se multiplica. A maioria dos virus provoca modificagdes celulares especificas e faceis de
observar ao microscopio. O ECP do RV ¢ caracterizado por células arredondadas e
granulagdo. Eventualmente, as células se destacam, desintegrando a monocamada
(WIEDBRAUK; SHERYL, 1992). O ECP do AdV e PV ¢ caracterizado por arredondamento,
aumento de volume citoplasmatico e agrupamento das células em “cachos” (FIELDS; KNIPE;
HOWLEY, 1996). O HAV cepa HAF 203 produz ECP mais lento e mais discreto.

O titulo infeccioso do estoque viral de AdV5 e PV2 produzido neste trabalho foi
determinado através do método de contagem de placas de lise e o titulo infeccioso de HAV,

AdV2 e do RV SA11 foi determinado através de IFI.

4.4.1 Método de contagem de placas de lise para titulacdo de AdV5 e PV2

A titulagdo ocorreu segundo Burlenson, Chambers e Wiedbrauk (1992) e Kingchington,
Kangro e Jeffries (1995). Células (Hep-2 e Vero) permissivas a cada linhagem viral foram
cultivadas na densidade de 2,0 X 10° células/ml em placas de 24 cavidades até atingirem
confluéncia.

ApoOs este periodo, o meio de cultivo de cada uma das 24 cavidades contendo a
monocamada de células foi retirado e estas células foram lavadas duas vezes com PBS 1X.
Retirou-se o PBS e adicionou-se 250 pl das suspensdes virais diluidas de forma seriada de 10
"a 107 em MEM, além de um controle negativo que consistia apenas de MEM. As placas
foram incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% CO,, por 60 min. Apos este periodo, o indculo
foi removido e adicionou-se 1 ml da seguinte solu¢do em cada cavidade: MEM 2X e solugdo
aquosa 1,5% de carboximetilcelulose na propor¢ao de 1:1. As placas foram entdo incubadas
por 24 h sob as mesmas condigdes. Apos este periodo, o meio foi aspirado e as células fixadas
e coradas pela adicdo de 250 pl do corante preto de naftaleno (Sigma) (0,1% de corante em

solucdo aquosa a 5% de acido acético (v/v), pH 2,3-2,5) durante 30 min a temperatura

ambiente, sob agitagdo.
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Em seguida, o corante foi aspirado e as células deixadas para secar. Para calcular o
titulo foram escolhidas dilui¢des que apresentavam menor numero de focos de infecgao,
caracterizados por areas claras de lise celular, chamadas de placas. Estas foram contadas com
ajuda de microscopio estereoscopico.

Segundo Burlenson, Chambers e Wiedbrauk (1992), o titulo infeccioso € expresso
através do numero de unidades formadoras de placa (PFU)/ml e, portanto de particulas virais,
j& que teoricamente, cada placa ¢ iniciada pela infec¢do de um tUnico virus. Sendo assim, o

titulo viral foi calculado através da seguinte formula:

Numero de placas x reciproca da diluicdo x reciproca do volume em mi

4.4.2 Método de IFI para titulacdo de AdV2, HAV e RV

As suspensoes virais de AdV2, RV SAIl e HAV cepa HAF 203 foram tituladas
através do método descrito por Barardi et al. (1998).

Células (A549, MA104 ¢ FRHK-4) permissivas respectivamente a cada uma das
linhagens virais acima foram cultivadas em meio de crescimento durante 24 h em camaras de
8 pocos (Lab Tek™, NUNC), na densidade de 3,0 x 10° células/ml. Os fluidos virais foram
diluidos seriadamente de 10'-107 em meio de manutencdo e 100 puL de cada uma das
diluicdes foi inoculado nos pogos contendo as células em duplicata. Para as células MA104 a
diluicao seriada ocorreu em meio de manuten¢ao na presenga de 10ug/ml de tripsina. Os
controles negativos consistiram somente de inoculagdo com PBS e, em seguida meio de
manuten¢do, no caso da MA104 meio de manuteng¢ao contendo tripsina. Apds adsorcdo viral
por 90 min, o indculo foi removido e 500 pL. de meio de manuten¢do foram adicionados,
inclusive no controle celular (negativo). As células A549 ficaram sob incubagdo durante 3
dias a 37°C sob atmosfera de 5% CO,, MA104 ficaram sob incuba¢ao durante 24 h e FRHK-4
foram mantidas por sete dias sob as mesmas condi¢des de temperatura e atmosfera acima
mencionadas.

Ap6s a incubagdo, o meio foi removido e as células foram lavadas 2X com PBS. Em
seguida as células foram fixadas a cdmara pela adi¢do de 300 pL de metanol gelado a —20°C e

mantidas por 5 min a temperatura ambiente. As células foram entdo reidratadas pela adi¢do de
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300 pL de PBS e inoculadas durante 30 min com 300 puL de solucdo bloqueadora (PBS,
soroalbumina bovina a 1% GibcoBRL e Tween-20 a 0,05% BIO-RAD), a fim de bloquear as

reacgoes inespecificas.

A cada poco foram adicionados no caso da A549, 100 uL do anticorpo antiadenovirus
clone 20/11 (MAB8052), Millipore, diluido na razdo 1:200 em solucdo bloqueadora. Para
MA104 foram adicionados 100 pl. do sobrenadante de hibridoma contendo o anticorpo
monoclonal Mab60 anti-VP7 do RV (SHAW et al., 1986), diluido na razdo 1:4 em solucao
bloqueadora. Ja para FRHK-4, foram adicionados 100 pl anticorpo monoclonal MAB 8241
(Chemicon International Inc.), diluido 1:100 em solug¢ao bloqueadora.As células A549 foram

incubadas por 60 min a 37°C. As células MA104 e FRHK-4 foram incubadas por 16 h a 4°C.

As células foram posteriormente lavadas trés vezes com solugdo bloqueadora e
incubadas por 15 min em temperatura ambiente com um anticorpo anti-IgG de camundongo,
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC, Sigma) diluido a 1:100. A seguir, as
laminas foram lavadas trés vezes com solugdo bloqueadora, secas a temperatura ambiente e
montadas em solu¢do de montagem [formalina 5%, NaCl 0,25M, DABCO (1,4-diazabiciclo
[2.2.2] octano), pH 8.6, 2,5%]. A andlise das laminas foi realizada em microscopio de
epifluorescéncia (Olympus BX 40). O titulo viral foi determinado através da contagem do
numero de células fluorescentes na maior diluicdo viral, sendo expresso em unidades

formadoras de focos (FFU)/ml.

4.5 Semeadura das amostras de lodo com virus

As amostras de lodo de esgoto foram previamente autoclavadas a 120°C por 30 min
(BELGUITH; HASSEN; AOUNI, 2006), para garantir a inativacdo de particulas virais
eventualmente presentes antes da semeadura em laboratério. Posteriormente, ocorreu a
semeadura de lodo de esgoto com dilui¢des seriadas de base 10 de AdV5 ou HAV ou PV2 ou
RV antes da etapa de eluicdo ou apds a etapa de clarificagdo (controle positivo). Cada
experimento foi realizado em quadruplicata. A estratégia de detecg¢do viral estd demonstrada

na Figura 3.
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Figura 3. Diagrama esquematico descrevendo a estratégia de detec¢do de virus entéricos em

amostras de lodo de esgoto.

4.6 Processamento das amostras de lodo de esgoto pelo método de eluicdo e

concentracao viral

O método que foi utilizado para a eluigdo viral foi o recomendado EPA (EPA, 2003)
com algumas modificagdes.
A amostra de lodo, 5,0 ml, foi adicionado 1% (v/v) de uma solu¢do de cloreto de

aluminio 0,05M e o pH foi ajustado a 3,5 com HCI 5M. A mistura foi homogeneizada por 30
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min a 500 rotagdes por minuto (rpm). Depois foi centrifugada a 2.500 Xg por 15 min a 4°C. O
sedimento foi suspenso em 15 ou 35 ml* de extrato de carne a 10% (LP029B, Oxoid) e o pH
foi ajustado a 7,0. A mistura foi novamente homogeneizada por 30 min a 500 rpm e
centrifugada a 10.000 Xg por 30 min a 4°C. O sobrenadante resultante deste processo foi aqui
denominado “extrato”.

Posteriormente, foi realizada a concentragdo viral de acordo com a técnica descrita por
Lewis e Metcalf (1988). O primeiro estagio de concentragdo utilizou a precipitagdo viral pelo
uso do Polietileno glicol (PEG) 6000 que foi realizada pela adi¢do de 8% de PEG 6000 (em
PBS pH 7,2) ao extrato. Apos agitacdo vigorosa e incubagdo por 2 ou 16 h* a 4°C, o extrato
foi centrifugado a 10.000 Xg por 90 min a 4°C. O sedimento foi suspenso em 5,0 ml de PBS
0,1M pH 7,2 e foi denominado “concentrado”.

* Algumas alteracdes foram introduzidas com a finalidade de estabelecer quais as
melhores condi¢des para recuperacgao viral do lodo utilizado nesta padronizagdo, que originou

a metodologia final, posteriormente utilizada para as analises das amostras de campo.

4.6.1 Ensaios para padronizacdo do processo de elui¢cdo e concentracéo viral

» Estabelecimento do volume mais adequado de eluente

Para verificar se o volume da solugdo protéica de extrato de carne a 10% (LP029B,
Oxoid) influenciava o processo de eluigdo viral, foram realizados ensaios em quadruplicata
com um volume de 5,0 ml de lodo autoclavado e inoculado com 500 pul de suspensdo viral
AdV5 contendo 7x10° PFU/ml. O volume de extrato de carne utilizado foi de 15 e 35 ml, ou
seja, 3 e 7 vezes o volume inicial do lodo. Os procedimentos posteriores foram os descritos no
item 4.6.

A taxa de recuperagao foi avaliada por deteccdo molecular segundo descrito nos itens

4.8,49¢4.11.

» Avaliacdo do tempo de incubagdo adotada para concentragdo da amostra de lodo
Para verificar se o tempo de incuba¢ao empregado no processo de concentragdo da
amostra influencia na recuperacdo das particulas virais foram realizados ensaios em
quadruplicata utilizando dois tempos: 2 h e 16 h.

A amostra inicial foi 5,0 ml de lodo autoclavado e inoculado com 500 pl de suspensao



Materiais e Métodos 58

viral de AdV5 com 7x10° PFU/ml. Foram utilizadas amostras eluidas com 15 ¢ 35 ml de
extrato de carne a 10% (LP029B, Oxoid).
A taxa de recuperacdo também foi avaliada por deteccdo molecular segundo descrito

nos itens 4.8, 4.9 e 4.11.

4.7 Clarificacdo das amostras de lodo de esgoto concentradas

Para a padronizac¢do foram testados dois métodos de clarificacdo. A clarificagdo tem
como principal objetivo remover bactérias e fungos contidos na amostra. O primeiro método
consistiu na adi¢ao de um ter¢o de volume de cloroférmio a amostra. Depois ocorreu uma
agitagcdo vigorosa por 30 min a 4°C e centrifugag¢do a 1.500 Xg por 10 min a 4°C. A fase
organica foi removida e a fase aquosa foi denominada de ‘“concentrado descontaminado”
(MIGNOTE; MAUL; SCHWARTZBROD, 1999).

No segundo método descrito por Croci et al. (2007), apos a concentragdo viral, a
amostra foi centrifugada a 10.000 Xg por 10 min a 4°C. Ao sobrenadante foi adicionado 30%
de cloroféormio. Depois ocorreu uma centrifugacdo a 10.000 Xg por 10 min a 4°C. A fase
organica foi removida e a fase aquosa foi denominada de “concentrado descontaminado”.

A amostra inicial foi 5,0 ml de lodo autoclavado e inoculado com 500 pl de suspensao

viral AdV5 com titulo de 7x10° PFU/ml.

4.8 Extracgao dos acidos nucléicos a partir da suspenséo viral e das amostras de lodo de

esgoto concentradas

A extragdo dos acidos nucléicos foi previamente padronizada. Os métodos que foram
utilizados sdo:

Para a extracdo do DNA viral foram testados dois métodos:
v" Extra¢do Fenol-cloroférmio-isoamilico, de acordo com Sambrook ¢ Russell (2001), com
algumas modificacdes;
v Extragdo pelo método do Isotiocianato de guanidina-silica, de acordo com Boom et al.
(1990), com modificagdes.

Para a extracdo do RNA viral foram testados também dois métodos:
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v’ Reagente Trizol®, de acordo com as especificagdes do fabricante (com modificagdes);
v Extra¢do pelo método do Isotiocianato de guanidina-silica, de acordo com Boom et al.
(1990), com modificagdes.

Para avaliar a eficiéncia dos métodos de extragdo, foi utilizado AdV5 e RV como
modelos de genoma de DNA e RNA, respectivamente. Depois o método mais sensivel de
extracdo de acidos nucléicos foi aplicado para os demais virus entéricos padronizados (HAV e

PV2) bem como para as amostras de campo.

4.8.1 Extracao dos acidos nucléicos pelo metodo Fenol-cloroférmio-isoamilico

Aliquotas de 500 pul de amostra, foram tratadas com proteinase K a uma concentracao
final de 400 pg/ml juntamente com o tampdo da enzima composto de Tris-HCI pH 7,5,
dodecil sulfato de soédio (SDS) e é4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a uma
concentragdo final de 0,5% (peso-p/v) e 5 mM, respectivamente, por 60 min a 56°C. As
amostras foram entdo tratadas com brometo de cetiltrimetrilamo6nio (CTAB) and NaCl a uma
concentragdo final de 1,3% (p/v) e 0,6 M, respectivamente, e incubadas a 56° por 30 min.
Ap6s a incubagdo, foram acrescentados as amostras 700 pl de fenol equilibrado. Estas foram
entdo agitadas e centrifugadas a 12.000 Xg por 10 min a 4°C. Em seguida, a fase aquosa foi
transferida para outro tubo e a este foi adicionado um volume de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico, na propor¢do 25:24:1. Estas foram agitadas por 30 s e centrifugadas como descrito
acima. Apos a centrifugacdo, a fase aquosa foi transferida para outro tubo e acrescida de 500
ul de cloroférmio a fim de retirar os tragos de fenol restantes na amostra, agitada por 1 min e
centrifugada como descrito acima. Para precipitacdo dos acidos nucléicos, foram adicionados
a fase aquosa 1 ml de isopropanol 100% por 10 min a temperatura ambiente. As amostras
foram centrifugadas a 12.000 Xg por 20 min a 4°C. A fase aquosa foi descartada e cada
amostra foi acrescida de 2 volumes de etanol 70%, mantido a —20°C. Estas foram
homogeneizadas levemente e centrifugadas a 12.000 Xg, durante 10 min, a 4°C. A fase
aquosa foi novamente descartada, o tubo vertido sob papel absorvente e 0 DNA foi seco ao ar.
Foram adicionados ao precipitado 50 ul de 4gua Milli-Q autoclavada e o tubo foi estocado a

-20°C até a utilizacao.
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4.8.2 Extracao dos acidos nucléicos utilizando o reagente Trizol®

Aliquotas de 500 pl de amostra, foram tratadas com proteinase K a uma concentragao
final de 400 pg/ml juntamente com o tampao da enzima composto de Tris-HCI pH 7,5, SDS e
EDTA a uma concentracdo final de 0,5% (p/v) e 5SmM, respectivamente, por 60 min a 56°C.
As amostras foram entdo tratadas com CTAB e NaCl a uma concentracdo final de 1,3% (p/v)
e 0,6 M, respectivamente, e incubadas a 56° por 30 min. Em seguida, foi adicionado 500 pl de
Trizol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A lise celular foi obtida através da
passagem da amostra varias vezes pela ponteira da pipeta. As amostras foram entdo mantidas
a temperatura ambiente por Smin. Apds a incubacdo, 400 pl de cloroférmio foi adicionado aos
tubos, estes foram homogeneizados vigorosamente por 15 s e incubados por 15 min a
temperatura ambiente.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 Xg a 4°C por 15 min. A fase
organica contendo Trizol® foi desprezada e a fase aquosa transferida para outro tubo onde o
acido nucléico foi precipitado pela adi¢cao de 2 volumes de alcool isopropilico 100%. Os tubos
foram homogeneizados e incubados por 10min a temperatura ambiente. A seguir, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 Xg a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi desprezado por
inversdo, e ao precipitado foi adicionado 2 volumes de etanol 70% mantido a -20°C. As
amostras foram centrifugadas como descrito acima. O sobrenadante foi novamente
desprezado e o RNA seco ao ar. Em cada tubo foram adicionados 50 pl de agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Os RNAs

foram armazenados a -80°C at¢é utilizagao.

4.8.3 Extracao dos acidos nucléicos pelo método do Isotiocianato de guanidina-silica

Aliquotas de 400 pl de amostra, foram tratadas com proteinase K a uma concentracao
final de 400 pg/ml juntamente com o tampao da enzima composto de Tris-HCI pH 7,5, SDS e
EDTA a uma concentracdo final de 0,5% (p/v) e 5 mM, respectivamente, por 60 min a 56°C.
As amostras foram entdo tratadas com CTAB e NaCl a uma concentracdo final de 1,3% (p/v)
e 0,6 M, respectivamente, ¢ incubadas a 56° por 30 min. A seguir foi adicionado 800 uL de
uma solugdo de lise L6 (5,25 M isotiocianato de guanidina (GuSCN), 50 mM Tris- HCI pH
6,4, 20 mM EDTA, 1,3% p/v Triton X-100). Ap6és homogeneizacdo vigorosa, a amostra foi
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mantida a temperatura ambiente por 10 min. Subsequentemente, foram adicionados aos tubos
15 uL de silica, homogeneizados vigorosamente e mantidos durante 20 min a temperatura
ambiente sob agitacdo constante. Com este procedimento ocorre a lise celular seguida pela
adesdo dos &cidos nucléicos as particulas da silica que ficardo na parte inferior do tubo.

A seguir, os tubos foram centrifugados a 12.000 Xg por 1 min e o sobrenadante
descartado. Foram adicionados 500 pL de uma solugdo de lavagem L2 (5,25 M GuSCN, 50
mM Tris-HCI pH 6,4), os tubos foram novamente agitados vigorosamente e centrifugados
como anteriormente. Apds o descarte do sobrenadante, as amostras foram lavadas com 500 pl
de etanol 70% mantido a -20°C, centrifugadas novamente. Descartou-se o sobrenadante e
lavou-se as amostras com 500 pl de acetona. O mesmo procedimento de agitacdo e

centrifugagao foi realizado.

Os precipitados de silica, onde ficaram aderidos os acidos nucléicos, foram secos em
banho-maria a 56°C com as tampas dos tubos abertas, a fim de permitir a total evaporacao de
tragos de acetona. A silica foi entdo suspendida em 60 pL de 4agua tratada com DEPC (para
RNA) ou Milli-Q autoclavada (para DNA). Os tubos foram gentilmente homogeneizados e
incubados em banho-maria a 56°C por 15 min, com as tampas fechadas. Por fim, a amostra
foi centrifugada a 12.000 Xg por 3 min e 45 pL do sobrenadante foi coletado (no qual estdo

presentes os acidos nucléicos) e estocado a -80°C até utilizacao.

4.9 Determinacdo da ocorréncia de AdV através da PCR ou pelo nested PCR

Os AdV foram detectados pelos protocolos de PCR e/ou nested-PCR descritos por
Allard, Albinsson e Wadell (1992) e Puig et al. (1994), respectivamente. A reacdo da PCR foi
realizada por meio da amplificagdo de sequéncias correspondentes a regido que codifica a
proteina hexon, extremamente conservada em todos os subgéneros de AdV. Os iniciadores
externos hexAA1885 (5’-GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC-3’) e hexAAI1913 (5°-
CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT-3") utilizados flanqueiam um produto de 300 pb. Para
a reagdo de nested-PCR utilizou-se os iniciadores internos nexAA1893 (5°-
GCCACCGAGACGTACTTCAGCCTG-3’) e nexAA1905 (5°-
TTGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCGGTC-3"), que serviram para confirmar e aumentar

a sensibilidade de deteccdo viral. Estes iniciadores flanqueiam uma regido de 142 pb no
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genoma.

Primeiramente, os protocolos de PCR e/ou nested-PCR foram utilizados para a
detec¢do do DNA dos AdV extraidos a partir das suspensdes virais padrio; e em seguida para
as amostras de lodo experimentalmente inoculadas e amostras de campo.

Cinco microlitros de DNA viral e 19 pmoles de cada iniciador foi adicionado a uma
mistura de reacdo contendo 20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI; 0,2 mM de dATP, dCTP,
dTTP e dGTP; 1,5 mM MgCl, e 1U de Taq DNA polimerase (todos os reagentes foram
adquiridos da Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,USA), em um volume final de 25
pl. A reacdo consistiu de 40 ciclos de 94°C por 1 min (desnaturagdo), 56°C por 1 min
(ligagao) e 72°C por 45 s (extensao), com uma extensao final de 7 min a 72°C. Em todas as
reagoes de PCR/nested PCR, RT-PCR/RT-nested PCR descritas a partir de agora, os controles
negativos (agua Milli-Q estéril para genoma de DNA e agua tratada com DEPC para genoma
RNA) e controles positivos (DNA de AdV ou RNA especificos dos virus amplificados) foram
utilizados nos experimentos.

Para nested PCR, 1 pl do produto de PCR foi adicionado a uma mistura de reagdo de
25 wl contendo 20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCl; 0,2 mM de dATP, dCTP, dTTP e
dGTP; 1,5 mM MgCl,. 20 pmoles de nexAA1893 e nexAA1905; 1U de Taqg DNA polimerase
(todos os reagentes foram adquiridos da Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,USA). A
reacdo consistiu de 25 ciclos de 94°C por 1 min (desnaturacdo), 57°C por 1 min (ligagdo) e

72°C por 45 s (extensdo), com uma extensao final de 5 min a 72°C.

4.10 Determinacdo da ocorréncia do HAV, PV e RV através da RT-PCR ou pela RT-
nested PCR

O HAV foi detectado pelo protocolo de RT- nested PCR descrito por De Paula et al.
(2004). Os iniciadores externos utilizados foram F6 () (5°-
CTATTCAGATTGCAAATTAYAAT- 3’) e F7 (-) (5-AAYTTCATYATTTCATGCTCCT-
3’), que amplificam um fragmento de 392 pb. Estes iniciadores amplificam todos os genotipos
de HAV (iniciadores universais). Os iniciadores internos utilizados foram F8 (+) (5°-
TATTTGTCTGTYACAGAACAATCAG- 3%) e F9 (-) (5°-
AGGRGGTGGAAGYACTTCATTTGA- 3°) que amplificam um fragmento de 247 pb.

A detecgdo de PV foi realizada utilizando o protocolo de RT-PCR descrito por Atmar
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et al. (1993). Os iniciadores utilizados para os ensaios de RT-PCR foram Polio-R (5°-
ACGGACACCCAAAGTA- 3’) e Polio-L (5’-AGCACTTCTGTTTCCC- 3°), que amplificam
um fragmento de 394 pb na regido 5’nao codificadora do genoma viral.

A detec¢do dos RV foi realizada utilizando os protocolos de RT-PCR descritos por
Iturriza-Gomara et al. (2002). Os iniciadores utilizados para os ensaios foram VP6-F (+) (5°-
GACGGVGCRACTACATGGT- 3’) e VP6-R (-) (5’- GTCCAATTCATNCCTGGTGG- 3°),
que amplificam um fragmento de 379 pb do gene que codifica a proteina VP6 do capsideo
interno do RV.

A transcricdo reversa (RT) foi realizada utilizando hexanucleotideos randdmicos
adquiridos da Invitrogen Life Technologies (USA) que foram utilizados para sintese do DNA
complementar (cDNA). Uma aliquota de 5,0 ul do RNA ndo diluido foi desnaturada a 99°C
por 5 min e rapidamente resfriada em gelo por 2 min. O RNA desnaturado foi adicionado a
mistura da reac¢do. Esta mistura continha iniciador randémico; 50 mM Tris-HCI pH 8,4; 75
mM KCI; 0,5 mM de dATP, dCTP, dTTP ¢ dGTP; 20U de inibidor de RNAse ¢ 100U de
transcriptase reversa M-MLV (todos os reagentes foram obtidos da Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), em um volume de 25 pL.. A RT do RNA genémico viral
foi realizada a 37°C por 60 min.

Para a reagdao de amplificacao génica (PCR) do HAV, 5 ul de cDNA e 15 pmoles de
cada iniciador (F6 e F7) foram adicionados a mistura da reagcdo que consistia de 20 mM Tris-
Cl pH 8,4; 50 mM KCI; 0,4 mM de dATP, dCTP, dTTP e dGTP; 3,0 mM MgCl, e 0,5U de
Taq DNA polimerase (todos os reagentes foram obtidos da Invitrogen Life Technologies), em
um volume de 25 pL. A amplificacao foi realizada com uma etapa de desnaturacdo inicial a
94°C por 4 min, seguida por 30 ciclos de 94°C por 30 s, 40°C por 30 s e 72°C por 1 min, e
uma extensao final a 72°C por 7 min. Nested PCR foi realizada com 1 pl do produto de PCR
adicionado a uma mistura de reagao de 25 pul contendo 20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KClI;
0,4 mM de dATP, dCTP, dTTP e dGTP; 3,0 mM MgCl,; 15 pmoles de F8 e F9; 0,5U de Taq
DNA polimerase (todos os reagentes foram adquiridos da Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). A amplificagio da nested PCR ocorreu nas mesmas condigdes
anteriormente citadas (somente alterando-se a temperatura de anelamento para 48°C).

Para PV, 5 ul de ¢cDNA e 20 pmoles de cada iniciador (Polio-R e Polio-L) foram
adicionados a mistura de reacdo que consistiu de 20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI; 0,2
mM de dATP, dCTP, dTTP e dGTP; 2,0 mM MgCl, e 1U de Tag DNA polimerase, em um
volume de 25 pL. A amplificagdo foi realizada com uma etapa de desnaturacdo inicial a 95°C

por 2 min, seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min, € uma
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extensao final a 72°C por 7 min.

Para RV, 5 pul de cDNA e 26 pmoles de cada iniciador (VP6-F ¢ VP6-R) foram
adicionados a mistura de reacdo que consistiu de 20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI; 0,2
mM de dATP, dCTP, dTTP e dGTP; 2,0 mM MgCl, e 0,5U de Taqg DNA polimerase, em um
volume de 25 pL. A amplificagdo foi realizada com uma etapa de desnaturacdo inicial a 94°C
por 2 min, seguida por 40 ciclos de 94°C por 30 s, 58°C por 30 s ¢ 72°C por 1 min, e uma

extensao final a 72°C por 7 min.

4.11 Visualizacéo dos produtos amplificados

Os fragmentos amplificados (10ul da mistura final de reag¢do) foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% preparado em tampao TBE 1X (Tris-HCI1 0,09 M; é4cido
boérico 0,09 M e EDTA 0,002 M) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). O marcador de peso
molecular 100 pb DNA ladder (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) foi
aplicado a cada conjunto de amostras, a fim de definir o peso molecular dos fragmentos
encontrados.

Apds a corrida eletroforética, os géis foram corados com solugdo de brometo de etidio
(Sigma) a 1pg/mL. Os produtos de amplificagdo foram visualizados através da exposicao a
UV, no transiluminador UV (Pharmacia Biotech®) e fotografados com o sistema de

fotodocumentag¢dao Kodak® Image System.

4.12 Determinacdo da sensibilidade de deteccdo viral pela reacdo de PCR/nested PCR
ou RT-PCR/RT-nested PCR

Este ensaio teve como objetivo determinar a sensibilidade das reagcdes de PCR/nested
PCR ou RT-PCR/RT-nested PCR para a deteccdo dos virus entéricos presentes nas amostras

de lodo de esgoto experimentalmente inoculadas com as suspensdes virais padrao.
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4.12.1 Amostras de lodo de esgoto experimentalmente inoculadas apds a etapa de
clarificagdo (controles positivos)

Este ensaio teve por objetivo determinar a sensibilidade dessas reagdes na deteccdo
dos genomas virais para verificar a minima quantidade de particulas virais detectadas nas
amostras de lodo definindo, conseqiientemente, o protocolo mais sensivel a ser aplicado nos
ensaios subseqiientes. Foram realizadas diluicdes seriadas de base 10 (10" a 10™"°) das
suspensdes virais em amostras de lodo de esgoto previamente autoclavadas para posterior
semeadura do lodo e detecgao através dos ensaios de PCR/nested PCR ou RT-PCR/RT-nested
PCR. As concentragdes dos virus padrdes, nas respectivas dilui¢des, estio mostradas nas
Tabelas 1 e 2.

O DNA/RNA viral das diluigdes foi extraido através do método descrito no item 4.8 ¢

realizou-se a reagdo de amplificagdo génica segundo descrito nos itens 4.9 ou 4.10.
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Tabela 1. Diluigoes das suspensdes virais padrao (RV, HAV ¢ PV2) em amostras de lodo de

esgoto autoclavado apds a etapa de clarificacdo e suas respectivas concentragoes.

Diluicdes das
suspensoes

virais padrao

RV

Concentracdo em FFU

Isotiocianato de

HAV

Concentracdo em FFU

PV2
Concentracao em
PFU

Trizol®* Trizol®* Trizol®*
guanidina-silica*

Puro 2,16x10" 1,73x10* 7,2x10" 1,88x10°
107 2,16x10° 1,73x10° 7,2 1,88x10?
107 2,16x107 1,73x10? 7,2x10™! 1,88x10"
107 2,16x10" 1,73x10" 7,2x107 1,88
10 2,16 1,73 7,2x107 1,88x10™
107 2,16x10" 1,73x10" 7,2x10* 1,88x107
10° 2,16x107 1,73x107 7,2x107 1,88x107
107 2,16x10 1,73x10 7,2x10° 1,88x10™
10 2,16x10* 1,73x10™ 7,2x107 1,88x107
107 2,16x10° 1,73x10° 7,2x10° 1,88x10°¢
10710 2,16x10°° 1,73x10® 7,2x107 1,88x107
101 2,16x107 1,73x107 7,2x107"° 1,88x10®
102 2,16x10® 1,73x10° 7.2x107"! 1,88x10”
10" 2,16x107 1,73x10” 7,2x107™"? 1,88x10™"°
107 2,16x10™"° 1,73x107"° 7,2x10™" 1,88x107"
10 2,16x10™" 1,73x107"! 7,2x107 1,88x10™"*

* Método de extracdo dos acidos nucléicos como descrito no item 4.8.
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Tabela 2. Diluigdes da suspensao viral padrdo (AdV5) em amostras de lodo de esgoto apds a

etapa de clarificagdo e suas respectivas concentragoes.

AdV5
DiluicBes das Concentragdo em PFU
suspensoes Fenol-cloroférmio-isoamilico* Isotiocianato de guanidina-silica*™
virais padrao

PCR** Nested PCR** PCR** Nested PCR**
Puro 1,26x10" 2,1 x10° 1,0x10* 1,68 x 10°
107! 1,26x10° 2,1 x10° 1,0x10° 1,68 x 10°
107 1,26x10° 2,1x10' 1,0x10? 1,68 x 10
107 1,26x10" 2,1 1,0x10' 1,68
10 1,26 2,1x10" 1,0 1,68 x 10
107 1,26x107" 2,1x107 1,0x10" 1,68 x 10
10° 1,26x10 2,1x107 1,0x10 1,68 x 10
107 1,26x10° 2,1x10* 1,0x10° 1,68 x 10™
107 1,26x10™ 2,1x107 1,0x10™ 1,68 x 10™
107 1,26x107 2,1x10° 1,0x10° 1,68 x 10°
10" 1,26x10° 2,1 x107 1,0x10° 1,68 x 107
1o 1,26x107 2,1x1078 1,0x107 1,68 x 107
1072 1,26x10° 2,1x10” 1,0x10® 1,68 x 10?7
10" 1,26x10” 2,1 x10™° 1,0x10” 1,68 x 107
10 1,26x107"° 2,1 x10™" 1,0x107"° 1,68 x 10"
1075 1,26x10™"" 2,1 x107" 1,0x10™" 1,68 x 1072

* Método de extragdo dos acidos nucléicos como descrito no item 4.8.** Reagdo de amplificagdo

génica segundo descrito no item 4.9.

4.12.2 Amostras de lodo de esgoto experimentalmente inoculadas antes do processo

de eluicéo viral

Este ensaio teve por objetivo determinar a sensibilidade dessas reagdes para verificar a
minima quantidade de particulas virais detectadas nas amostras de lodo de esgoto

experimentalmente inoculadas e definir, conseqiientemente, o melhor protocolo a ser utilizado
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nos ensaios subseqiientes. Foram realizadas dilui¢des seriadas na base 10 (107" a 107"°) das
suspensoes virais em PBS que foram inoculadas no lodo de esgoto previamente autoclavado
para posterior detecgdo através dos ensaios de PCR/nested PCR ou RT-PCR/RT-nested PCR.
As concentracdes virais destas amostras de lodo em suas respectivas dilui¢des estdo
mostradas na Tabela 3 e 4.

O DNA/RNA viral das diluigdes foi eluido, concentrado e clarificado segundo o
método ja padronizado descrito nos itens 4.6 e 4.7. A extracdo viral ocorreu através do
método descrito no item 4.8 e realizou-se a rea¢do de amplificacdo génica segundo descrito

nos itens 4.9 ou 4.10.

Tabela 3. Diluigdes das amostras de lodo de esgoto previamente inoculadas com RV, HAV ¢

PV2 antes do processo de eluicdo viral e suas respectivas concentragoes.

Diluicdes das RV HAV

suspensoes Concentracédo em FFU Concentracéo em

PV2

Concentracdo em PFU

virais padrao FFU

Isotiocianato de

Trizol®* cuanidina-silica® Trizol®* Trizol®*

Puro 2,4x10° 1,92x10° 7,2 1,88x10°
107 2,4x10 1,92x10 7,2x10™ 1,88x10'
10~ 2,4x10 1,92x10' 7,2x107 1,88

107 2,4 1,92 7,2x107 1,88x10™"
10 2,4x10™ 1,92x10™! 7,2x10™ 1,88x107
10° 2,4x107 1,92x107 7,2x107 1,88x107
10° 2,4x107 1,92x107 7,2x10°° 1,88x10™
10”7 2,4x10™ 1,92x10™ 7,2x107 1,88x107
10°® 2,4x107 1,92x107 7,2x107 1,88x10°
107 2,4x10° 1,92x10° 7,2x107 1,88x107
10" 2,4x107 1,92x107 7,2x107° 1,88x107
10" 2,4x107 1,92x10° 7,2x10™" 1,88x10”
10" 2,4x107 1,92x10” 7,2x10" 1,88x10™"°
10" 2,4x107° 1,92x10™"° 7,2x107" 1,88x10™""
10" 2,4x10™" 1,92x10™ 7,2x10™" 1,88x107"*
107 2,4x10™" 1,92x107"2 7,2x107" 1,88x10"

* Método de extracdo dos acidos nucléicos como descrito no item 4.8.
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Tabela 4. Diluigdes das amostras de lodo de esgoto previamente inoculadas com AdV5 antes

do processo de elui¢do viral e suas respectivas concentragdes.

AdV5
DiluicBes das Concentragdo em PFU
suspensoes Fenol-cloroférmio-isoamilico* Isotiocianato de guanidina-silica*™
virais padrao

PCR** Nested PCR** PCR** Nested PCR**
Puro 6,3x10° 2,1x10° 5,6x10° 1,68 x 10°
107! 6,3x10° 2,1x10" 5,6x10° 1,68 x 10
107 6,3x10' 2.1 5,6x10' 1,68
107 6,3 2,1x10™ 5,6 1,68 x 10™
10 6,3x10™" 2,1 x107 5,6x10™! 1,68 x 107
107 6,3x10 2,1x10° 5,6x10™ 1,68 x 107
10° 6,3x10 2,1x10* 5,6x107 1,68 x 10™
107 6,3x10™ 2,1x107° 5,6x10™ 1,68 x 10™
107 6,3x10° 2,1x10° 5,6x10° 1,68 x 10°®
107 6,3x10° 2,1 x107 5,6x10° 1,68 x 107
1071 6,3x107 2.1x10% 5,6x107 1,68 x 107
1o 6,3x10® 2,1x10” 5,6x10° 1,68 x 107
1072 6,3x10” 2,1x10™° 5,6x107 1,68 x 10"
10" 6,3x10™"° 2,1 x10™" 5,6x107"° 1,68 x 107"
10 6,3x10™" 2,1 x10™" 5,6x10™"" 1,68 x 107"
1075 6,3x10"? 2,1 x107" 5,6x107" 1,68 x 107

*M¢étodo de extragdo dos acidos nucléicos a partir das amostras de lodo de esgoto como descrito no item 4.8.**

Reagdo de amplificagdo génica segundo descrito no item 4.9.

4.13 Avaliacdo da citotoxicidade das amostras de lodo de esgoto previamente

autoclavadas

Este ensaio teve como objetivo estabelecer a dilui¢ao na qual o lodo concentrado ndo
apresenta toxicidade para as células permissivas aos virus de interesse. Esta dilui¢do serviu

como referéncia para os ensaios envolvendo a inocula¢ao das amostras de lodo contendo virus
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em células cultivadas in vitro, e subseqlientemente submetidas a RT-PCR/RT-nested PCR e
PCR/nested PCR. Foram utilizadas amostras de lodo de esgoto autoclavadas e livres de
patogenos (resultados confirmados por amplificagdo génica) a fim de que as alteracdes
observadas nas células fossem exclusivamente devido ao efeito dos componentes do lodo.

Células permissivas a cada linhagem viral foram cultivadas na densidade de 2,0 X 10°
células/ml em placas de 24 cavidades até atingirem confluéncia. Apds este periodo, o meio de
cultivo de cada uma das 24 cavidades contendo a monocamada de células foi retirado e estas
células foram lavadas duas vezes com PBS 1X. Retirou-se o PBS e adicionou-se 250uL das
amostras concentradas de lodo de esgoto (amostras negativas para os virus de interesse)
diluidas em MEM em dilui¢des de base 2 (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ¢ 1:32), além de uma amostra
concentrada de lodo de esgoto sem nenhuma dilui¢do (também negativa para os virus de
interesse).

Previamente cada amostra foi tratada com antibidticos/antifingico: penicilina G
(100U/ml) e sulfato de estreptomicina (100ug/ml)/anfotericina B (0,025ug/ml) (Gibco-BRL).
Além disso, para as células MA104 as amostras foram previamente tratadas com tripsina
10pg/mL por 30 min a 37°C e 5% de CO,. As placas foram entdo mantidas a 37°C, 5% de
CO,, com homogeneiza¢ao a cada 15 min. Apdés 90 min, as amostras foram aspiradas e
adicionou-se as células meio de manutencao de acordo com o tipo celular.

Para as células A549 ¢ FRHK-4, o meio de manutengdo consistia de MEM acrescido
de 2% de SFB e 1% de antibidticos/antifungico. Ja para as células Vero, consistia de MEM
com 5% SFB e 1% antibidticos/antifungico. E por fim, para MA104 utilizou-se MEM
suplementado com Spug/mL de tripsina, 2% antibioticos/antiflingico e livre de soro.

As placas foram incubadas nas condi¢des acima citadas durante um periodo de 48 h
para MA104, 72 h para A549 e Vero e 7 dias para FRHK-4. Ao final do periodo estipulado
para cada linhagem celular, as placas foram observadas ao microscopio invertido, com a
finalidade de identificar possiveis alteragdes morfologicas celulares (ECP) provocadas pelas
amostras testadas, comparando com os controles celulares (contendo apenas células e meio de
manutengdo). A integridade das células foi confirmada adicionando-se a cada cavidade 250 pl
do corante preto de naftaleno. As placas foram homogeneizadas por 30 min e secas para
confirmagdo das observagdes.

Definido o limite de citotoxicidade, sabia-se que os efeitos citopaticos observados nas
células durante os experimentos de inoculacao das amostras de campo de lodo de esgoto que

foram positivas para os virus de interesse, eram devido a infec¢@o por virus vidveis contidos
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nestas amostras e ndo devido a possivel toxicidade destes concentrados.

4.14 Verificacdo da viabilidade das particulas virais recuperadas através do ensaio de
ICC-PCR/ICC-nested PCR ou ICC-RT-PCR/ICC-RT-nested PCR em amostras de lodo

de esgoto

O mesmo procedimento descrito no item 4.13 foi utilizado, agora com as amostras de
lodo em diluigdes ndo citotdxicas contaminadas (artificialmente ou ndo) pelos virus entéricos.

Tal procedimento foi realizado com todas as amostras de campo a fim de, além de
verificar a viabilidade das amostras positivas por técnicas moleculares, verificar se ocorria ou
ndo um aumento da sensibilidade utilizando este método. As placas contendo as
monocamadas celulares semeadas com amostras de lodo foram mantidas por 90 min a 37°C
sob atmosfera de 5% de CO,, com homogeneizagdo a cada 15 min. Apds, os indculos foram
aspirados e as cé€lulas foram novamente lavadas com PBS 1X, a fim de eliminar particulas
virais ndo infecciosas que ndo penetraram nas células e permaneceram no sobrenadante.
Ap0s, adicionou-se meio de manutengdo conforme descrito no item 4.13 e as placas foram
mantidas sob as mesmas condigdes descritas no item 4.13.

Ao final deste periodo, as placas foram retiradas da estufa e passaram por 3 ciclos de
congelamento e descongelamento conforme ja descrito. Em seguida, uma aliquota do
sobrenadante foi utilizado para e extracdo do material genético e reagdo de amplificacao
génica, conforme descrito nos itens 4.8 ou 4.10 e 4.11. Deste modo, pode-se determinar um
limite de deteccao viral confidvel, uma vez que a presenca dos virus demonstra sua

viabilidade em cultura celular.

4.15 Ensaio de IFI para quantificacdo de AdV

A técnica de IFI descrita no item 4.4.2 também foi utilizada para atestar a viabilidade
dos AdV detectados molecularmente nas amostras de lodo.

Além disso, 0 mesmo procedimento foi realizado com o fluido viral de AdV2 que foi
diluido seriadamente de 10 a 10”7 em amostras de lodo de esgoto autoclavada e 100 uL de

cada uma das dilui¢des foi inoculado nos pogos contendo as células em duplicata, a fim de
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observar se a amostra de lodo de esgoto era capaz de inibir a replicacao viral dos AdV nas

células A549 (controle positivo das reagoes).

4.16 Caracterizacao dos AdV utilizando método PCR-RFLP

Os produtos amplificados com os iniciadores hexAA1885 e hexAA1913, foram
digeridos com a endonuclease Taql (Promega®) para a caracterizagdo dos AdV pertencentes
ao subgénero entérico F (ALLARD; KAJON; WADELL, 1994). Diferentemente dos outros
AdV, os produtos amplificados dos AdV 40 e 41, possuem um sitio de clivagem para esta
enzima e, ao serem submetidos a digestdo com esta endonuclease, geram dois fragmentos
(110 pb e 190 pb).

Aliquotas de 10 pl foram digeridas com a endonuclease Taql, em condi¢des 6timas de
salinidade e temperatura, segundo as instru¢des do fabricante.

Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a
8% e corados com brometo de etidio a 1pg/mL. A presenca de bandas foi evidenciada apos

exposi¢do a luz UV.

4.17 PCR em tempo real para quantificacdo de AdV viaveis

As amostras que foram submetidas ao ensaio descrito no item 4.14 e apresentaram
particulas virais de AdV viaveis foram quantificadas por PCR em tempo real conforme
descrito por Hernroth et al. (2002). Estas foram extraidas conforme descrito no item 4.8.

A amplificagdo foi feita com o Kit Tagman Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) que contém a maioria dos reativos indispensaveis para a reacdo de PCR em
tempo real, sendo necessario apenas a adicdo dos iniciadores, da sonda Tagman e das
amostras que foram amplificadas.

Iniciadores, que flanqueiam uma regido génica conservada a todos os AdV foram
utilizados: ADF (5°CWTACATGCACATCKCSGG3’) e ADR
(5’CRCGGGCRAAYTGCACCAG 3°) com a seguinte sonda: ADPl (5’-FAM -
CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-TAMRA-3’). Preparou-se a reacao (sempre em

uma sala livre de DNA) contendo a mistura do Kit (2X concentrada), sendo, portanto
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adicionada em um volume igual a metade do volume final de reagdo. Preparou-se para cada
tubo de reagdo um volume final de 25 puL contendo 12,5 pL de mistura de reagdao 2X
concentrada, 1,0 pL de iniciador ADF (0,9 uM), 1,0 uL de iniciador ADR (0,9 uM) e 0,5 pL
de sonda ADP1 (0,225 uM). Os ensaios foram realizados em duplicatas sempre com controle
negativo onde o DNA ndo foi adicionado. Na mesma sala livre de DNA esta mistura foi
distribuida em cada cavidade da placa de 96 pogos. Transportou-se a placa para uma area
onde se manipula DNA derivado de plasmideos, e entdo adicionou-se os DNAs em cada uma
das cavidades previamente estipuladas. A placa foi devidamente selada com papel
transparente e colocada em um sistema detector de sequéncias ABI 7500 (Applied
Biosystems). A reagdo consistiu de 2 min a 50°C seguida por 10 min a 95°C e 45 ciclos de
95°C por 15 s e 60°C por 1 min. A curva padrio foi gerada utilizando diluigdes seriadas (10’
a 10") do plasmideo linearizado com a enzima de restricio Bam HI. Este clone foi
gentilmente cedido pela Professora Dra. Rosina Girones Llop do Departamento de
Microbiologia da Universidade de Barcelona (Espanha). A quantidade de DNA foi definida
como a média das duplicatas (com 2 réplicas) calculada pelo software e baseada na correlagao

com o valor do ponto inicial do ciclo (Ct) da curva padrao.

4.18 RT-PCR em tempo real para quantificacdo dos HAV viaveis

As amostras que foram submetidas ao ensaio descrito no item 4.14 e apresentaram
particulas virais de HAV viaveis foram quantificadas por RT-PCR em tempo real. Estas
foram extraidas conforme descrito no item 4.8.

A amplificacdo foi feita com o Kit Quantitect® Probe RT-PCR (QIAGEN) que ¢
utilizado para fazer a RT e a PCR em uma tUnica reacdo. Contém a maioria dos reativos
indispensaveis para a reacdo de RT-PCR em tempo real, sendo necessaria apenas a adi¢cao dos
iniciadores, da sonda Tagman e das amostras que foram amplificadas.

Para o HAV os seguintes iniciadores foram  utilizados: HAVF
(5’ GGTAGGCTACGGGTGAAAC3’) e HAVR (5’ GCGGATATTGGTGAGTTGTT3’) com
a seguinte sonda: HAVP (5’CTTAGGCTAATACTTTATGAAGAGATGC3’), cujos
iniciadores flanqueiam a seguinte regido génica: 392-461 (69 pb de produto génico)
(JOTHIKUMAR et al., 2005). Preparou-se a reagdo (sempre em uma sala livre de DNA)

contendo a mistura do Kit (sempre vem 2X concentrada, sendo, portanto adicionada em um
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volume igual a metade do volume final de reacdo). Preparou-se para cada tubo de reacdo um
volume final de 25 puL contendo 12,5 pL. de mistura de reacdo 2X concentrada, 0,25 pL de
iniciador HAVF (0,25 uM), 0,25 pL de iniciador HAVR (0,25 uM) e 0,5 pL de sonda HAVP
(0,15 uM). No caso da curva padrio utilizada em todas as andlises ndo foi adicionado a
enzima transcriptase reversa, apenas nas amostras adicionou-se 0,25 pL. Para completar o
volume final da reacdo adicionou-se agua livre de DNAses ¢ RNAses. Os ensaios foram
realizados em duplicatas sempre com controle negativo onde o RNA ndo foi adicionado. Na
mesma sala livre de DNA esta mistura foi distribuida em cada cavidade da placa de 96 pocos.
Transportou-se a placa para uma area onde se manipula DNA derivado de plasmideos, e entdo
adicionou-se 0os RNAs em cada uma das cavidades previamente estipuladas. A placa foi
devidamente selada com papel transparente e colocada em um sistema detector de sequéncias
ABI 7500 (Applied Biosystems). A reacdo consistiu de RT por 30 min a 50°C seguida por
desnaturag¢do por 15 min a 95°C e 45 ciclos de amplificagdo a 95°C por 10 s (desnaturagdo),
55°C por 20 s (anelamento) e 72°C por 15 s (extensao). A curva padrdo foi gerada utilizando
diluigdes seriadas (10" a 10”) correspondendo as seguintes quantidades do plasmideo (5,0x10?
a 5,0x10%) linearizado com a enzima de restri¢io BSA Al. Este clone foi gentilmente cedido
pela Professora Dra. Rosina Girones Llop do Departamento de Microbiologia da
Universidade de Barcelona (Espanha). A quantidade de RNA foi definida como a média das
duplicatas (com 2 réplicas) calculada pelo software e baseada na correlagdo com o valor Ct da

curva padrdo.

4.19 Deteccdo de virus entéricos presentes em amostra de lodo de esgoto (estudo de

campo)

Amostras de lodo de esgoto foram coletadas mensalmente durante o periodo de um
ano (junho de 2007 a maio de 2008) na ETE-CASAN, Sistema Insular, de Florianopolis;
totalizando 12 amostras.

As amostras foram coletadas em um volume de 100 ml. No laboratorio, 5,0 ml dessas
amostras foram eluidas, concentradas e clarificadas como descrito nos itens 4.6 e¢ 4.7.
Posteriormente, estas amostras ja concentradas e clarificadas passaram por uma extracdo do
material genético e detec¢do dos virus entéricos preconizados por nested PCR ou RT-

PCR/RT-nested PCR conforme descrito nos itens 4.8, 4.9 ou 4.10 ¢ 4.11. Além disso, foram
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realizados ensaios de ICC-nested PCR ou ICC-RT-PCR/ICC-RT-nested PCR como descrito
no item 4.14.

Posteriormente, as amostras que foram positivas para o AdV pelo método descrito nos
itens 4.8, 4.9 e 4.11 foram digeridas pelo método PCR-RFLP descrito no item 4.16. As que
foram positivas pelo método descrito no item 4.14 foram quantificadas pelo ensaio de IFI
descrito no item 4.15 e por PCR em tempo real conforme descrito no item 4.17.

As amostras positivas para o genoma do HAV pelo método descrito no item 4.14

foram quantificadas por RT-PCR em tempo real descrito no item 4.18.

4.20 Célculo da eficiéncia de recuperacao viral

A eficiéncia de recuperagdo viral nas amostras de lodo de esgoto foi calculada

conforme a formula abaixo.

Eficiéncia de recuperagao viral (%) = Amostra semeada depois do processo de clarificacdo x 100.

Amostra semeada antes do processo de eluicdo

4.21 Anéalise estatitica

O teste exato de Fischer foi aplicado para comparar duas propor¢des, com um nivel de
significancia P <0,05. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad
InStat software 2003, versao 3.06 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California,
USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Titulagéao viral

Utilizando o método de formacao de placas de lise, foi determinado o titulo de 7,0 x
10° PFU/ml para AdV5 e 4,7 x 10° PEU/ml para PV2 (Tabela 5).

O titulo do fluido infeccioso do AdV2, HAV cepa HAF 203 e do RV simio SA11 foi
determinado através da contagem do nimero de células fluorescentes na maior dilui¢do viral.
Tal procedimento permitiu determinar o titulo viral que foi de 4,5)(105 FFU/ml para HAV; 6,0
x 10° FFU/ml para RV ¢ 6,4 x 10° FFU/ml para AdV2 (Tabela 5).

Tabela 5. Titulagao viral pelos métodos de contagem de placas de lise e IFI.

Contagem de placas de lise (PFU/ml) IFI (FFU/mI)
AdV2 6,4x10°
AdV5 7,0x10°
HAV 4,5x10°
PV2 4,7x10°
RV simio SA11 6,0x10°

5.2 Padronizacdo do processo de eluicdo e concentracao viral

Foi testado o volume da solucdo protéica de extrato de carne a 10% (LP029B, Oxoid)
utilizado na eluicdo viral e o tempo de incubagdo empregado no processo de concentragao da
amostra. A taxa de recuperagdo foi avaliada por deteccao molecular utilizando dois métodos
de extragao dos acidos nucléicos: fenol-cloroféormio-isoamilico, de acordo com Sambrook e
Russell (2001), com algumas modificagdes e extracdo pelo método do isotiocianato de
guanidina-silica, de acordo com Boom et al. (1990), com modificagdes. Os resultados com as

respectivas porcentagens de recuperagdao encontram-se nas Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6. Resultados dos ensaios de padronizagdo do processo de eluigdo (utilizando 15 ml
de extrato de carne ¢ 5,0 ml de lodo) e concentragao viral do lodo semeado
experimentalmente com AdVS.

Proporcao de extrato de carne: lodo (v/v) 3:1

Fenol-cloroférmio- Isotiocianato de
Tempo qe isoamilico guanidina-silica
incubacéo
adotada para Amostra Amostra Porcentagem | Amostra Amostra Porcentagem
concentracao semeada semeada apos de semeada semeada apos de
dadzrrootjs:)ra antes do a clarificagdo recuperagio antes do a clarificagdo recuperacio
processo de (controle processo (controle
eluicdo viral positivo) de eluicao positivo)
(PFU) (PFU) viral (PFU) (PFU)
6,3x10° 1,26x10™" 0,02 5,6x10° 1,0x10' 0,18
6,3x10° 1,26x10™" 0,02 5,6x10° 1,0x10' 0,18

Tabela 7. Resultados dos ensaios de padronizagdo do processo de eluigdo (utilizando 35 ml
de extrato de carne e 5,0 ml de lodo) e concentragdo viral do lodo semeado
experimentalmente com AdVS5.

Proporgéo de extrato de carne: lodo (v/v) 7:1

Tempo de Fenol-cloroférmio- Isotiocianato de
incubagéo isoamilico guanidina-silica
Amostra Amostra Amostra Amostra
adotada para Porcentagem Porcentagem
. semeada semeada semeada semeada
concentracéo de de
antes do apos a antes do apos a
da amostra de processo de clarificagdo recuperagao processo  clarificagdo recuperagao
lodo eluicdo viral (controle de eluigdo (controle
(PFU) positivo) viral (PFU)  positivo)
(PFU) (PFU)
6,3x10"! 1,26x107" 20 5,6x107 1,0x10' 1,8

6,3x10™ 1,26x10"" 20 5,6x107 1,0x10' 1,8
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5.3 Padronizacdo do método de clarificacéo

Foram testados dois métodos de clarificacdo. O descrito por Mignote, Maul e
Schwartzbrod (1999) e o descrito por Croci et al. (2007). Quando submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1%, observou-se a presenca de uma banda em 300 pb indicando a
presenc¢a do genoma viral apenas quando o método de clarificacido descrito por Mignote, Maul

e Schwartzbrod (1999) foi adotado (dados nao mostrados).

5.4 Limite de sensibilidade dos meétodos de extracdo de &cidos nucléicos por
PCR/nested PCR ou RT-PCR/RT-nested PCR

Para avaliar a eficiéncia dos métodos de extragdo, foram testados dois métodos:
método fenol-cloroférmio-isoamilico/Trizol® e método isotiocianato de guanidina-silica,
utlizando AdV5 e RV como modelos. Os resultados obtidos estdo dispostos na Figura 4.

A sensibilidade da PCR/nested PCR ou RT-PCR foi determinada a partir de ensaios
com dilui¢cdes seriadas de base 10 de AdV5 ou RV em amostras de lodo de esgoto
autoclavadas antes da etapa de elui¢ao ou apds a etapa de clarificacdo (controle positivo). O
limite de deteccdo foi considerado a maior diluicdo viral que demonstrou um resultado
positivo.

De acordo com a Figura 4, o limite de detecg¢do para AdV5 utilizando o método fenol-
cloroféormio-isoamilico e amplificagdo génica pela PCR nas amostras semeadas antes da
eluigdo e apos a clarificagio foi 6,3x10" PFU e 1,26x10"" PFU respectivamente. O limite de
deteccao para AdVS5 pelo método isotiocianato de guanidina-silica e amplificagdo génica pela
PCR nas amostras semeadas antes da eluigdo foi 5,6x10° PFU e apos a clarificagio foi
1,0x10' PFU (Figura 4).

Quando houve um passo a mais de amplificagdo génica (nested PCR), o limite de
detec¢do para AdVS5 utilizando tanto o método fenol-cloroférmio-isoamilico quanto o método
isotiocianato de guanidina-silica nas amostras semeadas antes da eluigdo e apos a clarificagao
foi inferior a 1 PFU em ambos os casos.

O limite de deteccdo para RV utilizando o método de extragdo com o reagente Trizol®
nas amostras semeadas antes da eluicdo e apds a clarificagdo foi de 2,4)(10l FFU e 2,16);101

FFU respectivamente (Figura 4). O limite de detec¢do para RV pelo método isotiocianato de
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guanidina-silica nas amostras semeadas antes da eluicio foi 1,92x10° FFU e apés a
clarificagdo foi 1,73x10* FFU (Figura 4).

O teste exato de Fischer foi aplicado para comparar os dois métodos de extracdo
utilizados (método organico por PCR ou RT-PCR e isotiocianato de guanidina-silica por PCR
ou RT-PCR), com um nivel de significancia P <0,05. Em ambos as comparagdes, o método
organico apresentou uma diferenca estatisticamente significativa com P = 0,0286. O teste
exato de Fisher ndo pode ser aplicado para comparar os dois métodos de extracdo utilizados
para AdVS5 quando a reagdo de amplifica¢do génica foi nested PCR tendo em vista que ndo se
obteve um limite de deteccdo preciso.

Para HAV, o limite de deteccdo pelo método de extragdo utilizando o reagente
Trizol® nas amostras semeadas antes da etapa de eluigdo e apos a clarificagio foi 7,2x107
FFU (Figura 5). De acordo com a Figura 5, o limite de detec¢do do PV2 utilizando o mesmo
método foi de 1,88x10' PFU com as amostras semeadas antes da etapa de eluicdo e apos a

etapa de clarificagdo.
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 1

RT-PCR para AdV5 e RV artificialmente semeados em amostras de lodo de esgoto

autoclavadas.
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando o limite de sensibilidade da RT-
nested PCR ou RT-PCR para HAV e PV2 artificialmente semeados em amostras de lodo de

esgoto autoclavadas.

5.5 Porcentagem de recuperacdo utilizando os métodos de extracdo selecionados na

deteccao de virus entéricos em amostras de lodo de esgoto artificialmente semeadas

Os resultados dos diferentes métodos de extracao viral testados nas amostras de lodo
de esgoto artificialmente semeadas com AdV5 ou RV ou HAV ou PV2 estdo demonstrados na
Tabela 8. Quando o limite de deteccdo do AdV5 foi comparado com os controles positivos
(100% recuperagao), o método fenol-cloroformio-isoamilico foi capaz de recuperar 20% dos
virus semeados e o método isotiocianato de guanidina-silica recuperou 1,8%. Na detec¢do do
RV, o método utilizando o reagente Trizol® e o método isotiocianato de guanidina-silica
foram capazes de recuperar 90% dos virus semeados. Para HAV e PV2, o método utilizando o
reagente Trizol® foi capaz de recuperar 100% dos virus semeados.

A eficiéncia de recuperacao viral nas amostras de lodo de esgoto foi calculada

conforme descrito no item 4.20.
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Tabela 8. Limites de detecgdo das particulas virais de AdV5, HAV, PV2 e RV nas amostras
de lodo de esgoto com dois diferentes métodos de extragdao de acidos nucléicos: método

organico e método isotiocianato de guanidina-silica.

Amostra Lodo de esgoto
Virus e método Amostras Amostras Porcentagem NUmero de amostras
semeadas antes semeadas apds de positivas/nimero de
da eluicéo a clarificacéo recuperacao amostras analisadas
AdV5 (PFU)
Fenol 6,3x10™ 1,26x10 20 4/4
Silica 5,6x10° 1,0x10" 1,8 4/4
RV(FFU)
Trizol® 2,4x10" 2,16x10" 90 4/4
Silica 1,92x107 1,73x10° 90 4/4
PV2 (PFU)
Trizol® 1,88x10" 1,88x10" 100 4/4
HAV (FFU)
Trizol® 7,2x107 7,2x107 100 4/4

5.6 Citotoxicidade das amostras de lodo de esgoto

A avaliacao da toxicidade do lodo concentrado previamente autoclavado frente as
células permissivas aos virus de interesse estd demonstrada na Figura 6. As placas de MA104
foram incubadas por um periodo de 48h e, apos, observou-se a toxicidade apenas na amostra
pura de lodo de esgoto. O mesmo ocorreu com as células A549 e Vero que foram incubadas
por um periodo de 72h. Com relagado as células FRHK-4, incubadas por um periodo de 7 dias,
observou-se toxicidade até a dilui¢cao 1:8.

Deste modo, optou-se por utilizar a diluigdo 1:2 nos ensaios de cultivo de células in
Vitro para as amostras de campo positivas para a presenga do genoma de RV/AdV e PV na
reacdo de RT-PCR ou PCR/nested PCR. Para as amostras positivas para a presenca do
genoma de HAV na reacdo de RT-nested PCR optou-se por utilizar a diluicdo 1:16 nos

ensaios de cultivo de células in vitro.
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5.7 Detecgdo de virus entéricos presentes em amostras de lodo de esgoto (amostras de
campo)

Apds a padronizagdo da metodologia de deteccdo molecular e ensaios de cultivo de
células in vitro, estes foram aplicados para verificar a presenga de virus entéricos nas amostras

de campo de lodo de esgoto coletadas de junho de 2007 a maio de 2008.

5.7.1 PCR/nested PCR ou RT-PCR/RT-nested PCR

Com relacao ao AdV, verificou-se positividade em todas as amostras submetidas a
rea¢do de PCR e nested PCR, com excecdo dos controles negativos. A Figura 7A mostra os
resultados das reacoes de nested PCR.

Conforme observado na Figura 7B, C ¢ D; o HAV foi positivo nas amostras dos meses
de 06/2007, 08/2007 e 02/2008; o genoma do PV foi detectado nos meses: 06/2007, 07/2007,
09/2007, 10/2007, 11/2007, 02/2008, 04/2008 e 05/2008 e para o RV, observou-se
positividade nos meses: 07/2007, 08/2007, 09/2007 e 02/2008, respectivamente.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose a 1% mostrando a detecgdo de virus entéricos em

amostras de campo de lodo de esgoto por nested PCR/RT-PCR/RT-nested PCR.
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5.7.2 ICC-nested PCR ou ICC-RT-PCR/ICC-RT-nested PCR

Todas as amostras de campo também foram submetidas ao ensaio de ICC-nested PCR
ou ICC-RT-PCR/ICC-RT-nested PCR para verificar a viabilidade viral nas amostras positivas
por técnicas moleculares, além de verificar se ocorria aumento ou niao na sensibilidade de
deteccao ao utilizar este método.

Com relagdo ao AdV, verificou-se que todas as amostras que haviam sido submetidas
a reacdo de nested PCR também foram positivas na reagao de ICC-nested PCR (Figura 8A).

Para o HAV, observou-se que as amostras positivas foram diferentes das que
apresentaram positividade no ensaio de RT-nested PCR. No ensaio de ICC-RT-nested PCR
ocorreu positividade nos meses de 01/2008 e 04/2008 (Figura 8B). O mesmo ndo ocorreu com
o PV, que além de apresentar positividade nos mesmos meses que as amostras submetidas ao
RT-PCR, também foi positiva nos meses de 08/2007, 01/2008 e 03/2008 (Figura 8C).

Para o RV, observou-se positividade nos meses: 09/2007, 01/2008 e 03/2008 (Figura
8D); sendo que destas amostras apenas a relativa ao més 09/2007 também havia sido positiva

na reagdo de RT-PCR.



Resultados 87

oamsod ajoxuo)) _
0AnjESOU 9[0NU0D)
D01 oantsod ajonuo))

D)1 0AneSaU J[0Nu0))

8002/S0
P
° 8007/¥0
ko)
<
o 8007/€0
2
h=
7 8002/20
o
[aF
3 8002/10
(=]
S L00Z/T1
()
p—
@ LOOT/T1
(]
o
= L00Z/01
(@
— L00T/60
—
L00T/S0
LOOT/LO
L00T/90
S °Ppe[ qdo1
o
< 2
< ~
3

oanisod ajonuo) E
oAe3au 9[01U0))
D)1 oanisod sjonuo)
D)1 0A1E3aU d[0NU0))
800¢7/S0

800T/t0
8002/€0

8002/20
8002/10
L00T/TI

LO0T/T1

L002/01

L002/60

I 2 meses-16,7% de positividade I

£002/80
L00T/LO
£002/90

10ppe1 qdooT

£
=¥
~
<
(@]

oanisod ajonuo)
0A1)RIOU 9[01U0))
D)1 oanisod sjonuo)

DD 0Anesau sjonuo))

8002/S0
800T/+0
800T/€0
8002/20
8002/10
L00T/C1
LO0T/T1
L00¢/01
L002/60
L002/80

I 11 meses-91,7% de positividade I

L00¢/L0
L002/90

1opper qdooT

o
=
<
o
N

oanisod ajonuo))

0AnjESOU 9[0NU0D)

I 3 meses-25% de positividade

D)1 oanisod sjonuo)

D)1 oAU J[0NU0))

8002/S0
800T/10

8007/€0

8002/20

800T/10
L00T/C1

L00T/T1

L00T/01
L002/60

L00T/80
L00T/LO
L00Z/90
J1appef qdoo1

o
o
=
~
o

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose a 1% mostrando a detecc¢ao de virus entéricos em
amostras de campo de lodo de esgoto por ICC-nested PCR ou ICC-RT-PCR/ICC-RT-nested

PCR.
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5.7.3 Comparacgdo da deteccdo de virus entéricos presentes em amostras de lodo de
esgoto (amostras de campo) por nested PCR ou RT-PCR/RT-nested PCR e ICC-nested
PCR ou ICC-RT-PCR/ICC-RT-nested PCR

Os resultados obtidos nos itens 5.7.1 e 5.7.2 foram sumarizados na Figura 9, onde
observa-se que, por nested PCR ou RT-PCR/RT-nested PCR, ocorreu 100% de positividade
no més 02/2008 indicando que neste més foram detectadas a presenca dos genomas virais de
AdV, HAV, PV e RV. Porém, de acordo com o ensaio de ICC-nested PCR ou ICC-RT-
PCR/ICC-RT-nested PCR, 100% de positividade ocorreu no més 01/2008 (Figura 9). Nesta
mesma Figura, observa-se que as menores porcentagens de detec¢do por nested PCR ou RT-
PCR/RT-nested PCR ocorreram nos meses 12/2007, 01/2008 e 03/2008. Por ICC-nested PCR
ou ICC-RT-PCR/ICC-RT-nested PCR, a menor porcentagem de deteccdo ocorreu no meés
12/2007. Porcentagens iguais de detec¢do por ambas as metodologias foram observadas de
setembro de 2007 a dezembro de 2007 e em maio de 2008.

A Tabela 9 sumariza as porcentagens de amostras positivas para os virus analisados de
acordo com a metodologia de detec¢ao empregada. Observou-se 100% de positividade para o
AdV por nested PCR e por ICC-nested PCR. Para o HAV, verificou-se 25% de amostras
positivas por RT-nested PCR e 16,7% por ICC-RT-nested PCR. O PV foi positivo em 66,7%
das amostras analisadas por RT-PCR e em 91,7% das analisadas por ICC-RT-PCR. Para o
RV, observou-se 33,3% de positividade por RT-PCR e 25% por ICC-RT-PCR.

Tabela 9. Porcentagem de positividade para cada um dos virus analisados em
amostras de lodo de esgoto (amostras de campo) de acordo com a metodologia de detecg¢ao

empregada.

Porcentagem de amostras positivas

Técnicas moleculares*  Técnicas moleculares associadas a cultura celular**

AdV 100 100
HAV 25,0 16,7
PV 66,7 91,7
RV 33,3 25,0

* Nested PCR/RT-PCR/RT-nested PCR
** JCC-nested PCR/ICC-RT-PCR/ICC-RT-nested PCR
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5.7.4 IFI para quantificacdo de AdV

Todas as amostras que foram positivas segundo técnicas moleculares associadas a
cultura celular foram submetidas a quantificagdo viral por IFI. Os resultados obtidos

encontram-se na Figura 10.

Na Figura 11 observamos a fluorescéncia de células A549 infectadas com amostras de

campo positivas para AdV.

O fluido viral de AdV2 foi diluido seriadamente de 10" a 107 em amostras de lodo de
esgoto autoclavada e submetido a IFI para quantificagdo. Este procedimento foi realizado a
fim de observar se a amostra de lodo de esgoto era capaz de inibir a replicagdo viral dos AdV
nas células A549. O resultado obtido foi 1,1 x 10’ FFU/ml sendo que a titulagdo do AdV2 em

meio de manutengdo obteve como resultado 6,4 x 10°FFU/ml (dados ndo mostrados).

Adenovirus viaveis (FFU/mI)
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Figura 10. Resultado da quantificacdo de AdV viaveis presentes em amostras de

campo através da IFI
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Figura 11. Células A549 infectadas com amostras de campo positivas para AdV e detectadas
pelo anticorpo monoclonal MAB 8052. A: controle negativo; B: controle positivo; C e D:

amostras de campo positivas. Aumento de 200 vezes.

5.7.5 Caracterizacdo dos AdV utilizando o método PCR-RFLP

Para a distingdo dos AdV entéricos (espécie F) das outras amostras foi aplicado o
método de PCR-RFLP, em que ¢ realizada a digestao do produto de 300 pb, proveniente da
reacdo de PCR, com a endonuclease de restricio Taql. Diferentemente dos outros AdV,
quando os AdV 40 e 41 sdo amplificados por estes iniciadores génicos, o produto de PCR
possui um sitio de clivagem para a enzima Tagql, resultando em dois fragmentos distintos (110
e 190 pb). Portanto, as amostras contendo AdV da espécie F apresentardo os fragmentos de
110 e 190 pb, enquanto todos os demais AdV ainda manterdo apenas um fragmento de 300
pb.

Na Figura 12 ¢ possivel visualizar os resultados obtidos. Concluiu-se que, de todas as

amostras analisadas pela técnica de PCR-RFLP, nenhuma apresentou o perfil caracteristico
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dos AdV entéricos (espécie F).

Controle negativo

06/2007
07/2007
08/2007
09/2007
10/2007
11/2007
12/2007
01/2008
02/2008
03/2008
04/2008
05/2008

=
~

300 pb

Figura 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% mostrando a caracterizagdo dos AdV
através do método PCR-RFLP. PM: peso molecular, Controle negativo: AdVS5, Controle

positivo: ndo mostrado.

5.7.6 (RT)-PCR em tempo real para quantificacdo de AdV e HAV

Os resultados obtidos de quantificagdo dos genomas virais por (RT)-PCR quantitativo
estdo sumarizados na Tabela 10. Na Figura 13 observa-se a quantificagdo dos AdV de acordo

com 0 méEs.

Tabela 10. Numero de copias de genoma/ml de AdV e HAV presentes em amostras de

campo.
Més/Ano AdV (copias de genoma/ml)* HAV (cépias de genoma/ml)*
06/2007 5,0x10° NR
07/2007 1,2x10° NR
08/2007 4.2x10° NR
09/2007 1,3x10° NR
10/2007 9,7x10* NR
11/2007 2,4x10° NR
12/2007 4,6x10" NR
01/2008 5,6x10° 5,4x10°
02/2008 1,0x10° NR
03/2008 5,7x10° NR
04/2008 2,3x10° 3,1x10°
05/2008 3,3x10° NR

* Resultados expressos como a média das duplicatas com suas réplicas.

NR: ndo realizado pois ndo havia apresentado particulas virais vidveis de acordo com o item 4.14.
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Figura 13. Quantificagdo dos AdV presentes em amostras de campo por PCR
em tempo real
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6 DISCUSSAO

A producao de lodos de esgoto ¢ uma caracteristica intrinseca dos processos de
tratamento de esgotos e tende a um crescimento no minimo proporcional ao crescimento da
populacdo humana e a solugdo para sua disposicao ¢ medida que se impde com urgéncia. O
uso agricola do lodo de esgoto é uma alternativa que apresenta vantagens ambientais quando
comparado a outras praticas de destinagdo final e, além disso, a aplicacao do lodo de esgoto
na agricultura se enquadra nos principios de reutilizagao de residuos de forma ambientalmente

adequada (CONAMA, 2006).

Corroborando todos estes fatores, o lodo de esgoto sanitario constitui fonte de matéria
organica e de nutrientes para as plantas e sua aplicacdo no solo pode trazer beneficios a
agricultura. Porém, devido a fatores naturais e acidentais, os lodos de esgotos sdo residuos que
podem conter metais pesados, compostos organicos persistentes e patdgenos em
concentragdes nocivas a saude e ao meio ambiente (CONAMA, 2006). Devido a todos os
fatores expostos, 0 CONAMA publicou a Resolucdo 375/2006 que estabelece critérios e
procedimentos para o uso, em areas agricolas, de lodo de esgoto gerado em ETE sanitério e
seus produtos derivados, visando beneficios a agricultura e evitando riscos a saude publica e

ao ambiente.

Esta Resolugdo (CONAMA, 2006) estabelece entre outros assuntos, os limites
maximos de concentracdo de patdégenos que podem ser encontrados em lotes de lodo de
esgoto e de produtos derivados, para o uso agricola. O limite maximo de virus deve ser menor
que 0,25 PFU ou FFU/grama de s6lidos totais. Para tal, os virus entéricos a serem pesquisados
preferencialmente serdo: AdV e virus do Género Enterovirus (PV, Echovirus,
Coxsackievirus). Em situagdes especiais - endémicas ou epidémicas - (surtos de diarréia,
hepatite A e outras viroses de transmissdo fecal-oral), deve-se pesquisar RV, HAV e outros,
definidos pelo 6rgdo ambiental, ouvindo os 6rgdos competentes.

Por isso se torna necessario o desenvolvimento de métodos para deteccdo de virus
entéricos no lodo de esgoto. O presente trabalho visou estabelecer uma metodologia sensivel e
eficiente para detec¢do de AdV, HAV, PV e RV presentes em amostras de lodo de esgoto
submetidas ao processo de tratamento denominado lodo ativado. A escolha destes agentes
virais foi baseada no risco que estes apresentam a saude publica quando presentes no meio
ambiente e na tentativa de desenvolver um método que possa ser aplicado na deteccdo de uma

grande variedade de contaminantes virais.
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O método de eluicao utilizado neste trabalho foi o descrito pela EPA (EPA, 2003) pois
este ¢ o método recomendado pelo CONAMA (2006). Esta metodologia de eluicao foi
avaliada com algumas modifica¢des na tentativa de se padronizar uma metodologia que seja
reprodutivel nas condi¢des brasileiras. Além disso, varios trabalhos anteriores, entre eles os
desenvolvidos por Chapron et al. (2000) e Gallagher e Margolin (2007) que utilizaram o
método de concentragao descrito pela EPA (1992) obtiveram bons resultados.

O método descrito por Ahmed e Sorenson (1995) tem em comum com o método
recomendado pela EPA (EPA, 2003) o eluente que no caso ¢ o extrato de carne. Em ambas as
metodologias utiliza-se extrato de carne a 10%, variando, contudo as proporg¢des entre o lodo
de esgoto e o eluente.

Salienta-se que a matéria utilizada neste trabalho em todos os procedimentos foi lodo
de esgoto que nao foi submetido ao sistema de desidratacdo, pré-condicionamento quimico e
que nao passou pela prensa desaguadora. Isso se deve ao fato de que no sistema de pré-
condicionamento quimico de lodo adensado, utiliza-se suspensao de cal e solucdo de
polieletrolitos que podem interferir no método de detecgdo, inibindo este procedimento.

Ensaios com diferentes volumes de extrato de carne para elui¢do sdo importantes e
Hurst e Goyke (1986) enfatizam que provavelmente um dos fatores criticos na elui¢do de
virus de lodo ¢ a razdo entre os volumes do eluente e do lodo. Entretanto, a relagao adequada
entre o volume de extrato de carne ¢ a amostra ¢ bastante variavel (NIELSEN; LYDHOLM,
1980). Por isso, foram introduzidas modificagdes nos volumes dos reagentes e da amostra
utilizada e avaliou-se no presente trabalho o volume de ecluente utilizado para que a
sensibilidade do método nao fosse prejudicada.

Padronizou-se as propor¢des de eluente: lodo de esgoto que foram de 3:1 e 7:1 e
também o tempo de incubagdo adotado na concentracdo viral utilizando AdV5 como modelo.
Quando foi utilizada a propor¢ao 3:1 (extrato de carne: lodo), de acordo com a Tabela 6,
verificou-se que ndo houve diferenca na porcentagem de recuperacao viral em fungdo do
tempo de incubacdo adotado na concentracdo viral. Porém, conforme a Tabela 7, quando
adotou-se a propor¢do 7:1 (extrato de carne: lodo) foi possivel notar um aumento na
porcentagem de recuperacdo viral que também nao difere em fun¢do do tempo de incubacdo
adotado na concentragdo da amostra. Portanto, nos experimentos posteriores, optou-se por
utilizar a propor¢do de extrato de carne: lodo de 7:1, pois esta apresentou as melhores
porcentagens de recuperagdo viral. Como ndo foi observada diferenca entre os tempos de
incubacdo adotados na concentragdo viral, optou-se por utilizar o menor tempo (2 h) para

agilizar a metodologia.
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No procedimento adotado, o extrato de carne ¢ utilizado para precipitar as particulas
virais da amostra concentrada pela reducao do pH a 3,5 (EPA, 1996). O uso do extrato de
carne como meio de eluicdo tem tido aceitagdo mundial, e seu uso ¢ compativel com a
detec¢do viral por cultura celular (PAYMENT; TRUDEL, 1985; YANKO et al., 1993;
DAHLING; WRIGHT, 1988; HURST et al., 1984). A intera¢ao hidrofobica com substancias
organicas no extrato de carne funciona como um importante modelo de elui¢do de particulas
virais de varios absorventes em muitos estudos (LOGAN et al., 1980; STETLER; WALTRIP;
HURST, 1992).

A concentragdo viral foi realizada de acordo com a técnica descrita por Lewis e
Metcalf (1988), que utiliza PEG para esta finalidade. O PEG ¢ um polimero sintético,
quimicamente inerte, ndo-toxico, soltivel em agua e amplamente utilizado na precipita¢do de
proteinas (LEWIS; METCALF, 1988). Dois mecanismos tém sido sugeridos para justificar
seu efeito. O primeiro e possivel mecanismo primdrio discutido por Atha e Ingham (1981)
sugere que o PEG atue como uma “esponja de solvente inerte” que estericamente exclui
proteinas de um solvente, efetivamente aumentando sua concentragdo até que a solubilidade ¢
excedida e a precipitacdo ocorre. A formacgdo do precipitado pode ser afetada por alguns
fatores como o tamanho da proteina, concentragdo, carga, ¢ a forga idnica inicial do soluto.
Um segundo mecanismo que enfatiza a importancia da carga protéica tem sido sugerido e ¢
discutido por Lee e Lee (1981). Neste caso, a carga da superficie protéica produz um efeito
termodinamico desfavoravel na solubilidade do PEG, causando sua exclusdo da ‘“zona
protéica”; entretanto, concentragdes altamente apropriadas de polimero, precipitagido protéica
ou cristalizagdo ocorrem. Proteinas mais carregadas ou hidrofébicas t€ém sido mais facilmente
precipitadas que as com menos carga. Os trés trabalhos citados anteriormente que
compararam os métodos de eluicdo utilizaram o método descrito por Lewis e Metcalf (1988)
para concentragdo viral.

Em seguida ao processo de eluicao e concentragdo viral, as amostras foram submetidas
ao processo de clarificacdo que remove bactérias e fungos contidos na amostra. Foram
testados dois métodos: o descrito por Mignote, Maul e Schwartzbrod (1999) e o descrito por
Croci et al. (2007). Quando submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, observou-se a
presenca de uma banda em 300 pb indicando a presenca do genoma viral apenas quando o
método de clarificacdo descrito por Mignote, Maul e Schwartzbrod (1999) foi adotado. Por
1$s0, nos ensaios posteriores, este foi 0 método de clarificagdo empregado.

Posteriormente, ocorreu a extragdo dos acidos nucléicos. Os métodos de extra¢do t€m

como objetivo extrair e purificar os acidos nucléicos para remover restos celulares e
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inibidores antes da amplificacdo e deteccao molecular (LIPP et al., 2001), visto que o
principal desafio da aplicacdo dos métodos moleculares em virologia ambiental sao os
inibidores devido a presenga de substidncias como os acidos humicos, polissacarideos e
produtos quimicos (KINGSLEY; RICHARDS, 2001). Por isso, optou-se por utilizar a técnica
de digestao com proteinase K (a fim de degradar as proteinas da amostra) e purificagdo com
CTAB (que ¢ um detergente catidnico utilizado na precipitagdo seletiva dos acidos nucléicos e
eliminagdo de polissacarideos das amostras) (STRAUB et al., 1994; ARNAL et al., 1999;
SHIEH; CALCI; BARIC, 1999; LEES, 2000) antes da extracdo dos acidos nucléicos para
purificar as amostras e remover inibidores.

Os acidos nucléicos podem ser extraidos de amostras ambientais contaminadas por
varios protocolos diferentes como extracdo orgdnica com fenol-cloroférmio-
isoamilico/Trizol®, método isotiocianato de guanidina-silica e kits comerciais. Os métodos
que ndo sao baseados em kits sdo mais adequados para serem utilizados em procedimentos de
rotina em todos os laboratdrios pois eles sdo menos onerosos que os protocolos baseados em
kits. O Trizol® ¢ um reagente pronto para uso no isolamento de RNA total de células e
tecidos. Ele ¢ uma solucdo monofasica de Fenol e GuSCN. GuSCN ¢ um poderoso agente de
purificacdo e deteccdo de DNA e RNA pois ele tem potencial para lisar células e inativar
nucleases (BOOM et al., 1990). Segundo Jiang, Noble e Chui (2001), o método isotiocianato
de guanidina-silica ¢ rapido, facil de utilizar e eficiente na remocdo de inibidores.
Adicionalmente, ele diminui a contamina¢do cruzada entre as amostras ¢ ¢ um método
eficiente para recuperacdo de patdgenos em amostras ambientais. Além disso, tem se
mostrado um excelente método de deteccao de AdV, HAV, enterovirus, poliomavirus e virus
da Hepatite E recuperados de dgua para consumo, agua de rio, 4gua do mar e esgoto (PINA et
al., 1998; BOFILL-MAS et al., 2006).

Neste trabalho foi padronizado o processo de extragcdo dos acidos nucléicos utilizando
AdVS5 (genoma DNA) e RV (genoma RNA) como modelos. Os resultados mostrados na
Figura 4 apontam que a sensibilidade dos métodos isotiocianato de guanidina-silica e fenol-
cloroférmio-isoamilico/Trizol® foram diferentes dependendo da técnica de extragao utilizada.
A eficiéncia dos diferentes métodos difere significativamente (P = 0,0286). No caso do lodo,
o método mais sensivel foi o método organico (fenol-cloroférmio-isoamilico/Trizol®) quando
comparado ao método isotiocianato de guanidina-silica para detec¢do de AdVS5 por PCR e RV
por RT-PCR. Conforme mostrado na Figura 4 para AdVS5 (genoma DNA), o método orgéanico
foi capaz de detectar 6,3x10"" PFU nas amostras semeadas antes da eluicdo e 1,26x10"" PFU

nas semeadas apo6s a clarificagcdo indicando uma perda viral de 80% enquanto com o método
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da silica a detec¢ao foi de 5,6);102 PFU e l,OxlO1 PFU indicando uma perda viral de 98,2%,
respectivamente (Figura 4).

Conforme esperado, quando houve um passo a mais de amplificacdo génica (nested
PCR), a sensibilidade da reacdo aumentou consideravelmente e o limite de deteccdo para
AdV5 por ambos os métodos antes da etapa de eluigdo e apos a clarificacao foi considerado
como menos de 1 PFU. Para RV (genoma RNA), conforme a Figura 4, o método organico foi
capaz de detectar 2,4X101 FFU nas amostras semeadas antes da eluicdo ¢ 2,16)(101 FFU nas
semeadas apoOs a clarificagdo enquanto com o método isotiocianato de guanidina-silica a
detecgao foi de 1,92x102 FFU e l,73xlO2 FFU, respectivamente. Para o RV, em ambas as
metodologias houve uma perda viral de 10%. Os resultados de detec¢do obtidos para o RV
diferem dos encontrados por Queiroz et al. (2001) onde o limite de detec¢ao por RT-PCR foi
de 10° FFU.

O método organico foi provavelmente o mais eficiente na remoc¢do de substincias
inibidoras normalmente presentes em lodo derivado de esgoto devido a presenca de solventes
organicos associados com a etapa de clarificacdo envolvendo cloroféormio. Assim, o método
mais eficiente (método organico) foi subseqiientemente adotado para extracdo dos acidos
nucléicos dos outros virus testados neste trabalho (Figura 5).

O método organico foi o método que obteve a melhor recuperagdo para virus com
genoma RNA como RV (90%), PV2 e HAV (ambos com 100 %) ao contrario do que ocorreu
com virus com genoma de DNA como AdVS5 (20%) (Tabela 8). Isto pode ser devido a
natureza dos genomas virais (DNA para AdV e RNA para HAV, PV2 e RV) e também a forte
agregacao dos AdV as particulas solidas que dificulta seu isolamento de amostras ambientais.
Mas isto deve ser confirmado com outros estudos envolvendo outros tipos de amostras
ambientais, visto que as amostras ambientais sdo altamente heterogéneas devido a variagdes
no conteudo dos contaminantes e aos inibidores de reagdes moleculares presentes.

Os resultados de recuperagdo viral obtidos para o RV estdo de acordo com os
encontrados por Mehnert et al. (1997) que obteve uma média de recuperacao de 81% + 7,5.
Porém os resultados obtidos para o PV ndo corroboram com os encontrados por Hurst et al.
(1978) com uma média de recuperagdo de 80% para o lodo solido e também diferem dos
resultados obtidos por Straub et al. (1995) que obteve uma recuperacdo de 38% para
enterovirus.

A porcentagem de recuperagdo para o AdVS5 foi baixa, o que corrobora com o0s
resultados obtidos por Albifana-Gimenez et al. (2006) que recuperou 0,72% dos AdV

semeados em amostras de lodo e 43% dos semeados em esgoto.



Discussao 99

O isolamento dos genomas virais de amostras de lodo de esgoto pelo método organico
e subseqliente detec¢ao molecular descrita neste estudo ¢ uma potente ferramenta de detecgao
rapida, amplificagdo e andlise dos genomas virais necessaria para o diagnostico viroldgico. Os
procedimentos de recuperacdo viral e extragdo dos acidos nucléicos de amostras ambientais
sdo relativamente simples ¢ podem ser aplicados indiscriminadamente para virus de DNA e
RNA. Por isso estes foram aplicados para verificar a presenga de virus entéricos em amostras
de campo de lodo de esgoto coletadas de junho de 2007 a maio de 2008.

A deteccao molecular de AdV, HAV, e outros virus entéricos quando corretamente
aplicada, fornece dados confidveis sobre a presenca desses virus no ambiente, portanto supera
as limitagOes técnicas de isolamento desses virus em cultura celular (PINA et al., 1998). A
detec¢do de patdgenos virais somente por cultura celular ¢ muito complexa, e nem todos os
grupos de virus podem ser isolados com as linhagens celulares utilizadas até o momento.

Conforme observado na Figura 7, quando as amostras de campo foram analisadas por
técnicas moleculares, com relagdo ao AdV, verificou-se positividade em todas as amostras,
com exce¢do dos controles negativos.

A amplificacdo por nested PCR foi aplicada para a deteccdo de AdV em todas as
amostras de campo para garantir a especificidade de deteccdo, eliminar qualquer resultado
falso-positivo e aumentar o sinal de amplificacdo; fornecendo um método com alta
sensibilidade, que permita detectar um pequeno nimero de contaminantes virais (PUIG et al.,
1994).

Um dos mais sérios problemas relacionados ao uso da técnica de nested PCR ¢ como
evitar os resultados falso-positivos facilmente obtidos por contaminacdo com DNA
amplificado (ERLICH; GELFAND; SNINSKY, 1991). Por isso seguiu-se cuidadosamente as
precaugdes recomendadas como utilizar material descartdvel, areas separadas e materiais para
amostras amplificadas e para as ndo amplificadas (PUIG et al., 1994).

A alta porcentagem de amostras positivas para AdV distribuidas ao longo do periodo
de estudo (junho de 2007 a maio de 2008) permite concluir que ndo hé ocorréncia de
sazonalidade. Esses resultados condizem com os relatos de Formiga-Cruz et al. (2005) que
afirma que os AdV sdo excretados durante todo o ano em quantidades superiores aos
enterovirus ¢ HAV. Os resultados encontrados para AdV reforcam a hipotese que os AdV
constituem o melhor indicador de contaminagdo viral humana quando comparados aos
enterovirus (PINA et al., 1998). Uma das razdes ¢ o grande numero de amostras que sdao
positivas para AdV, e negativas para enterovirus. Uma segunda razio relatada é que os AdV

sd0 mais estaveis em varios ambientes (incluindo agua de esgoto, 4gua do mar e agua de
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consumo) do que os enterovirus, sendo mais resistentes a alguns tratamentos de desinfec¢do
(UV, cloro) e o genoma do AdV ¢ bem caracterizado (MENG; GERBA, 1996; GERBA;
GRAMOS; NWACHUKU, 2003; GERBA; NWACHUKU; RILEY, 2003; THURSTON-
ENRIQUEZ et al., 2003a; THURSTON-ENRIQUEZ et al., 2003b). Estes resultados
corroboram com os descritos por Puig et al. (1994); Pina et al. (1998); Vantarakis e
Papapetropoulou (1998); Hernroth et al. (2002); Formiga-Cruz et al. (2002) e Formiga-Cruz
et al. (2005) que mostram que os AdV sdo os virus humanos mais prevalentes detectados por
PCR em esgoto e em crustaceos. Girones (2006) observou que os AdV humanos foram
encontrados em quase 100% das amostras de efluentes de esgoto urbano testadas, incluindo
cidades na Africa, EUA e Europa o que esta de acordo com os resultados obtidos no presente
estudo.

Verificou-se que as particulas virais com genoma de RNA (HAV, PV e RV)
apresentaram baixa positividade nos meses de verdo (Figura 7). Isto era esperado, pois no
verdo a temperatura atmosférica estd mais elevada e isto pode acarretar danos aos capsideos
virais ou aos acidos nucléicos, inativando muitas vezes enzimas requeridas para a replicacao
viral (FONG; LIPP, 2005).

O genoma do PV foi encontrado em 8 das 12 amostras analisadas (Figura 7), o que
corresponde a 66,7% do total de amostras analisadas. Este resultado ndo corrobora com o
obtido por Pavlov et al. (2005) que analisou 703 placas de esgoto e 157 placas de agua e
encontrou apenas 49 amostras positivas para PV. Formiga-Cruz et al. (2005) encontrou 4 de
10 amostras de esgoto positivas para enterovirus.

Os RV apresentaram positividade em 4 das 12 amostras analisadas (Figura 7), o que
corresponde a 33,3% do total de amostras analisadas. Mehnert e Stewien (1993) ao analisar
amostras de lodo de outubro de 1987 a julho de 1988 na cidade de Sao Paulo, detectou RV em
6 (20,6%) das 29 amostras de esgoto. Os resultados obtidos no presente estudo sido similares
aos encontrados por Kittigul et al. (2005) que detectou RV em 10 (25%) das 40 amostras de
agua de esgoto analisadas. Além disso, indicam que ndo hé4 sazonalidade, o que corrobora
com os resultados também obtidos por Villena et al. (2003).

O HAV apresentou positividade em 3 das 12 amostras analisadas (Figura 7), o que
corresponde a 25,0% do total de amostras analisadas. Os resultados diferem dos encontrados
por Carducci et al. (2008) que detectou HAV somente em 2/40 (5%) amostras de esgoto e dos
encontrados por Pint6 et al. (2007) que detectou a presenca do genoma do HAV em 25/35
(71%) amostras de esgoto do Cairo. Entretanto, estes resultados corroboram com os descritos

por Pina et al. (1998) onde 27% das amostras de esgoto bruto foram positivas para HAV e sdo
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similares aos obtidos por Formiga-Cruz et al. (2005) onde 20% (2/10) das amostras de esgoto
foram positivas para HAV. Villar et al. (2007) detectou RNA HAV em 16/50 (32%) amostras
de esgoto bruto e tratado e 8 (16%) amostras positivas foram encontradas em esgoto tratado.

Todas as amostras de lodo de esgoto analisadas que foram positivas para HAV ou PV
ou RV também foram positivas para AdV humanos. Esta observacdo esta de acordo com
estudos anteriores (PINA et al., 1998; FORMIGA-CRUZ et al., 2005) e também sugere que a
deteccao de virus com genoma RNA nao ¢ inibida por niveis naturais de AdV em amostras de
esgoto estudadas.

A deteccao de virus por técnicas moleculares indica somente a presenga do genoma
viral e ndo permite qualquer informagao sobre infectividade, que ¢ diretamente relacionada ao
risco a saude humana (SOBSEY et al., 1998; JIANG; NOBLE; CHUI, 2001). Muitos
microorganismos podem ser inativados naturalmente (luz solar, altas temperaturas e outros
estresses ambientais) ou por processos tecnolodgicos (por exemplo, desinfetantes quimicos ou
UV), mas os genomas dos microorganismos inativados podem persistir por longos periodos
de tempo no ambiente (SOBSEY et al., 1998). Componentes dos microorganismos inativados,
particularmente os genomas, podem ser detectados por técnicas moleculares embora eles ndo
sejam infecciosos (KO; CROMEANS; SOBSEY, 2003). A habilidade de detectar somente
particulas virais infecciosas entre muitas particulas virais nao infecciosas em amostras
ambientais ¢ importante para predizer o risco a saude publica na dgua e em outras amostras
ambientais (KO; CROMEANS; SOBSEY, 2003).

Viarios estudos tém combinado a cultura celular e a técnica molecular e t€ém reportado
que este método aumenta a especificidade de detec¢do de virus entéricos infecciosos em
amostras ambientais (FONG; LIPP, 2005). ICC-PCR combina a rapidez e sensibilidade da
PCR com o ensaio de viabilidade da cultura celular para formar um método de deteccao
molecular capaz de isolar baixos niveis de particulas virais infecciosas (REYNOLDS;
GERBA; PEPPER, 1996). A hipdtese ¢ que depois da inoculagdo em uma linhagem celular,
somente particulas virais infecciosas, se presentes, serdo propagadas e as particulas virais
poderdo ser molecularmente detectadas antes da observacao do CPE (FONG; LIPP, 2005).
Ela também ¢ apropriada para particulas virais que ndo produzem CPE, mas infectam e
replicam-se em linhagens celulares (FONG; LIPP, 2005). Além disso, a cultura celular
anteriormente a amplificacdo dos acidos nucléicos fornece um sistema de amplificagdo in
Vitro que aumenta o numero de copias de particulas virais infecciosas, que leva a um aumento
na sensibilidade aumentando também a probabilidade de sua detec¢ao (REYNOLDS;
GERBA; PEPPER, 1996; KO; CROMEANS; SOBSEY, 2003). A cultura celular ¢
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considerada por muitos autores a melhor forma de isolar e detectar particulas virais
infecciosas em amostras ambientais (FONG; LIPP, 2005).

Portanto, visando avaliar a viabilidade dos virus nas amostras de campo positivas para
os genomas virais de interesse, foi realizado o ensaio de ICC-nested PCR ou ICC-RT-
PCR/ICC-RT-nested PCR. Esta técnica permite a deteccdo do genoma dos virus que puderam
infectar células cultivadas in vitro, garantindo que o genoma detectado pertence a cepas virais
viaveis e infecciosas (RIGOTTO et al., 2005).

Conforme observado na Figura 8, com relacdo ao AdV, verificou-se que todas as
amostras de campo que haviam sido submetidas a rea¢do de nested PCR foram também
positivas na reagao de ICC-nested PCR, indicando a presenca de particulas virais viaveis em
todas as amostras analisadas. Um dos fatores que contribuiu no aumento da sensibilidade e
especificidade de detecgdo do ICC-nested PCR foi a segunda etapa de amplificagdo por nested
PCR (GREEN et al., 1998).

As amostras positivas no ensaio de ICC-RT-nested PCR (Figura 8) para o HAV foram
diferentes das que apresentaram positividade no ensaio de RT-nested PCR (Figura 7). O
ensaio de ICC-RT-nested PCR apresentou particulas virais vidveis apenas em 2 (01/2008,
04/2008) dos 12 meses analisados, correspondendo a 16,7% de amostras positivas no periodo
de estudo. Os resultados com relagdo ao HAV corroboram com os estudos citados
anteriormente que indicam uma baixa endemicidade de Hepatite A na regido Sul
(ABUZWAIDA et al., 1978; PANNUTI et al., 1985; OLIVEIRA et al., 1991; FERREIRA;
PEREIRA LIMA; BARROS, 1996; FOCACCIA et al., 1998; PINHO et al., 1998; SABACK
et al., 2001; TRINTA et al., 2001).

O mesmo nao ocorreu com o PV, que além de apresentar positividade nos mesmos
meses que as amostras submetidas ao RT-PCR (Figura 7), também foi positiva nos meses de
08/2007, 01/2008 e 03/2008 (Figura 8).

VDPVs (com 1,4 % de divergéncia nucleotidica com a cepa vacinal) foram isolados de
agua de esgoto e de rio no Japdo trés meses apos a vacinagdo OPV, e varios desses VDPVs
isolados tipo 1 e 3 mostraram aumento na sua neuroviruléncia (HORIE et al., 2002;
YOSHIDA et al., 2002).

Pavlov et al. (2005) ao analisar amostras de esgoto e 4agua do rio na Africa do Sul,
isolou 49 amostras por RT-PCR triplex especifico para vacina Sabin e verificou que todas
consistiam de cepas vacinais, entre elas 29 eram Sabin tipo 1 (59,2%), 8 tipo 2 (16,3%) e 12
tipo 3 (24,5%), nenhum PV selvagem foi detectado nas amostras analisadas.

Neste estudo, verificou-se que o PV detectado era vidvel em 11 dos 12 meses
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analisados por ICC-RT-PCR, nao apresentando positividade apenas no més 12/2007 (Figura
8). Isso corresponde a 91,7% de amostras positivas no periodo de estudo. Seria interessante
analisar se as amostras que apresentaram particulas virais vidveis para PV consistiam apenas
de sorotipos vacinais ou se seriam observados outros VDPVs.

O RV apresentou particulas virais viaveis apenas em 3 (25%) dos 12 meses de estudo
(Figura 8).

Analise de restricdo do DNA gendémico do AdV pode ser utilizada para diferenciar os
sorotipos de AdV e pode fornecer mais detalhes na sua identificacio (ADRIAN et al., 1986).
Por isso, para as amostras de campo que apresentaram positividade para AdV, foi realizado
posteriormente o PCR-RFLP para distincdo dos AdV entéricos (espécie F). Nesta
metodologia realizou-se a digestdo do produto de 300 pb, proveniente da reagdo de PCR, com
a endonuclease de restricdo Taql. Diferentemente dos outros sorotipos de AdV, os produtos
amplificados dos AdV 40 e 41, ao serem submetidos a digestdo com esta endonuclease,
resultam em dois fragmentos (110 pb e 190 pb). Tagl também cliva AdV 21 e 51, entretanto
os perfis de restri¢do sdo claramente distintos dos observados para os Adv do subgénero F.
AdV 21 e 51, sdo clivados em dois fragmentos, um de 230 pb e outro de 70 pb (ALLARD;
ALBINSSON; WADELL, 2001).

Assim, das 12 amostras de campo positivas para AdV e analisadas pela técnica de
PCR-RFLP, todas apresentaram AdV de outras espécies, que ndo entéricos (espécie F)
(Figura 12). Isto deve-se ao fato de que os AdV ndo entéricos associados com infecg¢des de
outra natureza, além de serem cultivaveis in vitro, sdo também excretados nas fezes podendo
ser utilizados como modelos de contaminacao ambiental (GIRONES et al., 1995; PINA et al.,
1998; VANTARAKIS; PAPAPETROPOULOU, 1998).

Embora os sorotipos de AdV mais freqlientemente associados a gastroenterite sejam
os sorotipos 40 e 41 (espécie F), outros sorotipos como 12, 18 e 31 (espécie A) (BROWN et
al., 1996), e os sorotipos 1, 2 e 5 (espécie C) também tém sido associados a doenga (GOMES
et al., 1989; HORWITZ, 2001; LI et al., 2005).

A resolugdo do CONAMA (2006) recomenda que deve-se pesquisar preferencialmente
AdV e virus do Género Enterovirus (PV, Echovirus, Coxsackievirus). Portanto, prefiriu-se
quantificar o virus mais prevalente nos estudos realizados com as amostras de campo, no
caso, AdV.

A imunofluorescéncia ¢ um teste muito util na detecg¢@o da replicacdo viral em cultura
tecidual e ¢ considerada mais confiavel que o ensaio de placa de lise (BIRCH et al., 1983).

Isto ¢ basicamente porque um CPE, que ¢ necessario no ensaio de placa, pode nio ser
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detectado depois de varias passagens mesmo que os virus estejam presentes nas células
(BARARDI et al., 1998). Utilizando ensaio de imunofluorescéncia, a infecg¢ao viral pode ser
detectada até quando CPE ndo esta presente (BIRCH et al., 1983). Por isso, todas as amostras
de campo que apresentaram particulas de AdV vidveis foram submetidas a quantificagdo viral
por IFI. Antes de analisar as amostras que apresentaram particulas virais viaveis, realizou-se a
diluicao do fluido viral (AdV2) em amostras de lodo de esgoto autoclavadas e estas foram
submetidas a IFI. O resultado obtido foi 1,1 x 10° FFU/ml sendo que a titulagio do AdV2 em
meio de manutencdo obteve como resultado 6,4 x 10°FFU/ml (dados nio mostrados). Isto
demonstra que as amostras de lodo de esgoto ndo sdo capazes de inibir a replicagdo viral dos
AdV nas células A549. Posteriormente as amostras de campo foram submetidas a
quantificagdo por IFI. Os resultados encontrados variam de 70 FFU/ml (04/2008) a 300
FFU/ml (08/2007 e 02/2008) (Figura 10).

A Resolugdo do CONAMA (2006) preconiza que os limites maximos de concentracao
de patdégenos que podem ser encontrados em lotes de lodo de esgoto e de produtos derivados,
para o uso agricola sdo menores que 0,25 PFU ou FFU/grama de solidos totais. Com base
nesta informacdo, pode-se inferir que todas as amostras de campo que apresentaram AdV
viaveis encontram-se acima do limite méximo de concentracdo de patégenos permitido para
utilizacao deste tipo de amostra na agricultura e portanto, ndo devem ser utilizadas para este
fim a ndo ser que recebam tratamento prévio.

As amostras que apresentaram particulas virais vidveis para AdV e HAV foram
quantificadas por (RT)-PCR em tempo real. De acordo com a Tabela 10, pode-se inferir que o
numero de copias de genoma/ml de AdV ¢é constante em todos os meses analisados, variando
de 4,6x10" a 1,2x10° copias de genoma/ml. Estes resultados confirmam os obtidos por
Carducci et al. (2008) que mostrou uma presenca constante de AdV em amostras de esgoto.
Albinana-Gimenez et al. (2006) encontrou 100% (5/5) de positividade para o AdV nas
amostras de lodo e de esgoto analisadas, sendo que a quantidade média de copias gendmicas/l
de AdV nas amostras de esgoto foi de 1,4x10’ (4,71x105—2,52x107) e nas amostras de lodo foi
de 1,9x10° (1,3x102-7,96x105). Com base nestes resultados, podemos inferir que a quantidade
de AdV viaveis presentes nas amostras analisadas é superior a observada neste estudo, além
disso, o estudo conduzido por Albinana-Gimenez et al. (2006) quantificou os AdV, porém nado
verificou se estes apresentavam particulas virais vidveis ou nao.

Com relagdo ao HAYV, observou-se que o numero de cdpias de genoma/ml ¢
marcadamente inferior ao observado para o AdV. O HAV apresentou particulas virais viaveis

apenas no més 01/2008 e 04/2008 e conforme podemos observar de acordo com a Tabela 10,
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o numero de copias de genoma/ml foi de 5,4x10% e 3,1x107% respectivamente. Estes resultados
corroboram com os obtidos por Villar et al. (2007) onde o numero de cépias de genoma/ml
sazonalmente variou de 1,7x107 (primavera) a 3,8x10% (outono) em amostras de esgoto
tratado.

Amostras ambientais, especialmente lodo urbano, contém numerosos compostos
organicos e inorganicos (acidos humicos, polifendis, metais pesados) que sdao toxicos e
causam lise em cultura celular. Esses compostos sdo também responsaveis por formar
complexos com os dcidos nucléicos e inibir a amplificagdo enzimatica (MULLER-
WEGENER, 1988; HIGUCHI, 1992; STAUB; POLIVKA; GROSS, 1995).

O desenvolvimento da técnica de PCR, que permite a detec¢ao de seqiiéncias génicas
de microrganismos pela sua amplificagdo, aprimorou a possibilidade de avaliagdo da presenca
de virus entéricos no meio ambiente. Entretanto, um dos principais problemas enfrentados por
esta técnica ¢ a freqliéncia com que as amostras ambientais apresentam substancias inibidoras,
capazes de interferir no sistema enzimatico utilizado na reagdo, inibindo o processo de
amplificacio (ARNAL, 1999; LEES, 2000). Os resultados das andlises de cultura celular e
PCR portanto dependem da eficacia com que as técnicas de extracdo utilizadas removem
esses componentes (MONPOEHO et al., 2001).

Os resultados do presente estudo indicam que as técnicas utilizadas foram capazes de
remover os inibidores presentes neste tipo de amostra e foram capazes de recuperar e detectar

virus entéricos presentes em amostras de lodo de esgoto.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que:
» A metodologia proposta foi capaz de recuperar virus entéricos humanos em amostras de
lodo de esgoto;
» Quando comparado ao método isotiocianato de guanidina-silica, o método organico de
extracdo dos acidos nucléicos se mostrou mais sensivel;
» Com a metodologia proposta, foi possivel recuperar 20% dos AdVS5 artificialmente
semeados, 90% RV e 100% do HAV ¢ PV2;
» Pelos ensaios moleculares, foi detectado a presenga de AdV em 100% das amostras de
campo analisadas coletadas de junho de 2007 a maio de 2008. O HAV apresentou-se positivo
em 25% das amostras, PV foi positivo em 66,7% e RV foi positivo em 33,3% das amostras;
» Pelas técnicas de ICC-nested PCR ou ICC-RT-PCR/ICC-RT-nested PCR pode-se
verificar a viabilidade das amostras de campo detectadas por técnicas moleculares e além
disso, esta técnica demonstrou maior sensibilidade na detec¢do de virus entéricos em amostras
de lodo de esgoto;
» Com a técnica de ICC-nested PCR ou ICC-RT-PCR, foi possivel verificar que todas as
amostras positivas para AdV e PV por técnicas moleculares apresentam particulas virais
viaveis. Com relacdo ao PV observou-se ainda um aumento na sensibilidade de deteccao
quando esta metodologia foi adotada;
» Para o0 HAV e para o RV, com a técnica de ICC-RT-nested PCR/ICC-RT-PCR foi
observado que as amostras positivas por técnicas moleculares ndo apresentavam particulas
virais viaveis com excec¢do da amostra 09/2007, que confirmou a presenca de particulas virais
viaveis para o RV;
» Entre os AdV detectados nas amostras de campo, nenhum pertencia a cepa entérica
(espécie F);
» As amostras de campo que foram positivas para AdV por IFI e ICC-nested PCR, quando
quantificadas por PCR em tempo real, apresentaram um nimero de copias de genoma/ml
constante em todos os meses analisados;
» As amostras de campo que foram positivas para HAV por ICC-RT-nested PCR, quando
quantificadas por RT-PCR em tempo real, apresentaram um numero de cépias de genoma/ml
inferior ao observado para os AdV;

» Todas as amostras de campo que apresentavam particulas virais viavéis para o AdV,
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quando quantificadas por IFI, encontravam-se acima da concentracdo de patogenos
preconizada pela Resolugdo 375/2006 (CONAMA) que define os requisitos minimos de

qualidade do lodo de esgoto destinado a agricultura.
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8 PERSPECTIVAS

A continuidade do presente trabalho sera:
» Quantificar os genomas virais de PV e RV detectados nas amostras de campo utilizando
RT-PCR em tempo real;
» Sequenciar as amostras de campo positivas para o PV para verificar se consistem apenas
de sorotipos vacinais ou se ha também a presenga de PV selvagens;
» Realizar cinética de tratamento do lodo artificialmente semeado com AdV5 com UV para
estudar a inativacao viral através deste processo;
» Sequenciar os produtos de PCR das amostras de campo positivas por técnicas moleculares

para confirmar a natureza dos genomas virais detectados.
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Q Companhia Catarinense

C€asan de Aguas ¢ Sancamento

AUTORIZAGAO DE ENTRADA
COLETA DE AMOSTRAS

Floriandpolis, 22 de Maio de 2007,

De : Eng. José Luciano Soares
Laboratério de Andlises de Esgoto - SESIT

e~

Para: Vigia da ETE insuiar - Fioriandpoiis/SC.

Venho por meio desta, autorizar a entrada de Aline Daiane Schlindwein , aluna
do Programa de Pés Graduagdo em Biotecnologia sob matricula 2007 04761 da
UFSC, a coletar amostras de lodo ativado da ETE Insular — Casan, vinculada ao
Sistema Integrado da Grande Floriandpolis, com o objetivo de padronizar metodologias
para detecgdo de virus entéricos humanos por técnicas moleculares e de cultura
celular. Tais coletas serdo mensais durante o ano de 2007, sendo assim, a aluna esta
pré-autorizada a entrar na estagao para realizar suas coletas neste periodo.

Atenciosamente,

José Mx no Soares
Engenhelro Quimico
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De : Eng. José Luciano Soares, Dr.
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Venho por meio desta, autorizar a entrada de Aline Daiane Schlindwein , aluna
do Programa de Poés Graduagdo em Biotecnologia sob matricula 2007 04761 da
UFSC, a coletar amostras de lodo ativado da ETE Insular — Casan, vinculada ao
Sistema Integrado da Grande Florianopolis, com o objetivo de padronizar metodologias
para deteccdo de virus entéricos humanos por técnicas moleculares e de cultura
celular. Tais coletas serdo mensais dur'aﬁte 0 ano ::Ie 2008, sendo assim, a aluna esta

pré-autorizada a entrar na estacéo para realizar suas coletas neste periodo.

Atenciosamente,




