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RESUMO

O tratamento de esgoto pode ser insuficiente para a completa eliminacdo de virus
entéricos, tais como adenovirus humanos (HAdV) e rotavirus do grupo A (RVA).
Portanto, o retorno do lodo e do efluente tratado ao ambiente pode representar riscos
a saude publica. Este estudo foi conduzido para otimizar um protocolo de floculacédo
organica para recuperagao viral a partir de lodo de esgoto e efluente tratado, bem
como realizar um monitoramento de HAdV e RVA na estacéo de tratamento de esgoto
(ETE) de Juiz de Fora, MG. Nos estudos de otimizagao, foram propostas adaptacoes
no protocolo de floculacdo com leite desnatado para lodo e efluente tratado, com
modificacdes no tempo de agitacdo da amostra, na concentracao final de leite
desnatado e/ou na etapa de centrifugacao. No estudo de monitoramento, esgoto bruto
(P1), esgoto priméario (P2), lodo (P3) e efluente tratado (P4) foram coletados
bimensalmente em 2014 (durante as épocas seca e chuvosa), totalizando 96 amostras
(simples e compostas). As cargas virais foram determinadas por PCR quantitativo e o
bacteriéfago PP7 foi usado como controle interno. Amostras de HAdV e RVA foram
submetidas ao sequenciamento e a viabilidade das particulas de HAdV foi avaliada
em amostras de P4. Os parametros fisico-quimicos e a contagem de coliformes
termotolerantes (CT) foram determinados em cada ponto. Nos estudos de otimizagao,
foram selecionadas duas condicdes que apresentaram as maiores taxas de
recuperacao viral no lodo (menor tempo de agitacdo e maior concentracdo de leite
desnatado) e no efluente tratado (sem primeira etapa de centrifugacdo e com maior
concentracdo de leite desnatado). Ambas provaram ser ferramentas Uteis para
pesquisa viral em amostras de campo, inclusive para a pesquisa de virus gigantes.
No monitoramento, o HAdV foi detectado em 85,4% (82/96) dos concentrados, com
cargas virais variando de 3,27 x 102 a 2,42 x 10° cépias do genoma por mililitro
(cg/mL), ao longo do ano. A presenca de RVA foi observada em 52,1% (50/96) dos
concentrados (1,38 x 103 a 3,65 x 10° cg/mL), com maior deteccédo na época seca. A
carga viral ndo foi influenciada pelo tipo de amostra, sendo detectada tanto em
amostras simples, quanto em amostras compostas. Todas as amostras de HAdV
sequenciadas pertenciam a espécie F tipo 41 e as amostras de RVA pertenciam ao
gendtipo 11. O tratamento de esgoto reduziu a quantidade de matéria organica e
sélidos, bem como a contagem de CT e as cargas virais. No entanto, a presenca de
HAdV e RVA foi observada mesmo ap0s o tratamento, inclusive em amostras de
efluente tratado consideradas adequadas pelas legislacGes atuais, com deteccéo de
particulas infecciosas de HAdV. Foram observadas correlacdes positivas entre a
carga viral e a demanda bioquimica de oxigénio, os sélidos sedimentaveis e solidos
suspensos totais. Os dois protocolos otimizados neste estudo podem ser facilmente
adequados para uso em laboratorio de rotina, podendo impulsionar o monitoramento
viral nos subprodutos gerados na ETE. A carga viral detectada na ETE salienta a
disseminacdo ambiental de RVA e HAdV e aponta o potencial do HAdV como um
marcador viral de contaminacdo em ambientes aquaticos.

Palavras-chave: Tratamento de esgoto. Floculacdo orgéanica. Virus entéricos.
Adenovirus humano. Rotavirus do grupo A. Coliformes termotelerantes. Parametros
fisico-quimicos.



ABSTRACT

Sewage treatment may be insufficient for the complete elimination of enteric viruses
such as human adenoviruses (HAdV) and group A rotaviruses (RVA). Thus, the return
of sewage sludge and treated effluent to the environment poses concerns potential for
public health. This study was conducted to optimize an organic flocculation procedure
for viral recovery from sludge and treated effluent, and carry out a surveillance of HAdV
and RVA in a wastewater treatment plant \WWTP) at Juiz de Fora, MG. In optimization
studies, conditions were proposed for sludge and treated effluent with changes in the
stirring time, in the final concentration of skimmed-milk and/or in the centrifugation step.
In surveillance study, raw sewage (P1), primary sewage (P2), sludge (P3) and treated
effluent (P4) were collected bimonthly in 2014 (during the dry and the rainy season),
totaling 96 samples (simple and composite). Quantitative PCR determined viral loads
and PP7 bacteriophage was used as internal control. HAdV and RVA strains were
selected for sequencing, and the HAdV viability was evaluated in P4 samples. Physico-
chemical parameters and thermotolerant coliforms (TC) counting were determined at
each point. After the optimization studies, two conditions were selected: the ones that
showed the highest viral recovery rates in sludge (lower stirring time and higher
concentration of skimmed-milk) and treated effluent (without the first centrifugation
step and with a higher concentration of skimmed-milk). These conditions proved to be
a useful tool for viral search in the field samples, including for the research of giant
virus. In surveillance study, HAdV was detected in 85.4% (82/96) of the concentrated,
with viral loads ranging from 3.27 x 102 to 2.42 x 10% genome copies per milliliter
(gc/mL), throughout the year. RVA presence was observed in 52.1% (50/96) of the
samples (1.38 x 108 to 3.65 x 10°gc/mL) with detection greater in the dry season. Viral
load was not influenced by the type of sample being detected both in single samples,
as in composite samples. All the sequenced HAdV strains belonged to species F type
41, and RVA strains belonged to genotype 11. Sewage treatment reduced the content
of organic matter and solids, as well as the TC counts and the viral loads. However,
the presence of HAdV and RVA was observed after treatment, even in samples
considered adequate by current laws with detection of infectious HAdV particles.
Positive correlations were observed between viral load and biochemical oxygen
demand, sedimented solids and total suspended solids. Two optimized protocols in
this study are easily suitable for routine laboratory use and can boost viral monitoring
in by-products generated in the WWTP. Viral load detected in WWTP stress the
environmental dissemination of HAdV and RVA and addressed the potential of HAdV
as a virological marker of contamination in aquatic environments.

Keywords: Sewage treatment. Organic flocculation. Enteric viruses. Human
adenoviruses. Group A rotaviruses. Fecal coliforms. Physico-chemical parameters.
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1 INTRODUCAO

O esgotamento sanitario € um servico de saneamento que abrange varias
etapas, como coleta, transporte, tratamento e disposicéo final adequada de esgotos
sanitarios (BRASIL, 2007). O esgoto bruto consiste em uma mistura de excrementos
humanos, sélidos suspensos e detritos, além de conter uma gama variada de
substancias quimicas, originadas de atividades domésticas, comerciais e industriais
(OKOH et al., 2010; VON SPERLING, 2014).

O tratamento do esgoto € um servi¢o fundamental para a reducéo de impactos
ambientais e riscos a saude publica, considerando a grande quantidade de patégenos
humanos excretados nas fezes (BOSCH et al., 2008; JEBRI et al., 2012), que retornam
ao ambiente juntamente com as aguas de abastecimento, depois de utilizadas pela
populacéo (IBGE, 2010).

Os processos de tratamento de esgoto utilizam mecanismos fisicos e bioldgicos
gue, em geral, sédo eficazes na reducédo de solidos suspensos e matéria organica. No
entanto, os mesmos podem ser insuficientes para a completa remoc¢éao de patdogenos
(VON SPERLING, 2014). Até o momento, a qualidade microbiologica do efluente
tratado tem sido avaliada com base, apenas, na eficiéncia de remocéo de coliformes
termotolerantes, que sao bactérias utilizadas como indicadoras de contaminacéo fecal
(OKOH et al., 2010; VON SPERLING, 2014). Entretanto, o uso deste parametro tem
se mostrado inadequado como indicador da presenca de outros agentes patogénicos
humanos, em funcéo das diferentes caracteristicas existentes entre eles (FONG e
LIPP, 2005).

Diante do exposto, deve-se considerar que o despejo de esgoto, ainda que
tratado, pode contribuir para a introducédo desses agentes em ambientes aquaticos,
levando a contaminacao dos corpos d’agua receptores (FONG e LIPP, 2005; BOSCH
et al., 2008; OKOH et al., 2010). Esta contaminagédo tem implicacdes sérias para a
saude publica, uma vez que o consumo e/ou O uso recreativo destas matrizes
aquaticas pode contribuir para a transmissao de patdgenos pela agua (FONG e LIPP,
2005; BOSCH et al., 2008). De fato, uma proporcdo consideravel dos leitos
hospitalares no mundo é ocupada por pacientes que apresentam complicacdes
decorrente destas infeccoes (STRAUB e CHANDLER, 2003). A doenca diarreica



20

aguda (DDA) é uma das principais complicacdes e permanece como uma importante
causa de morbidade e de mortalidade infantil, sobretudo nas popula¢des carentes que
vivem em &reas com pouca ou nenhuma infraestrutura basica (FARTHING et al.,
2013). Esta doenca pode ser causada por uma grande variedade de agentes
etiolégicos, como bactérias, parasitos, protozoarios e virus (WILHELMI et al., 2003;
ESTES e GREENBERG, 2013).

Os virus entéricos humanos desempenham um importante papel na génese da
DDA, com comprovado envolvimento em surtos da doencga, desencadeados por
veiculagdo hidrica (CHO et al., 2014; MELLOU et al., 2014; BRAEYE et al., 2015). O
carater explosivo e o espalhamento rapido dos surtos devem-se a algumas
caracteristicas das infec¢des causadas pelos virus entéricos, tais como: a excrecao
de particulas nas fezes em concentracfes extremamente elevadas, a necessidade de
poucas particulas infecciosas para iniciar a infeccao nos individuos susceptiveis, além
do fato destes virus permanecerem estaveis em matrizes aquaticas, por longos
periodos (FONG e LIPP, 2005; GALL et al., 2015). Os rotavirus (RV) do grupo A e os
adenovirus humanos (HAdV) da espécie F estdo entre os mais importantes agentes
causadores da DDA, envolvidos em casos esporadicos e surtos, acometendo
principalmente criancas menores de cinco anos de idade (WILHELMI et al., 2003;
BERK, 2013; ESTES e GREENBERG, 2013).

A legislacdo vigente ndo obriga o monitoramento de agentes virais para
avaliacdo da qualidade microbiologica do efluente tratado, apesar de ja ter sido
demonstrado que os virus entéricos podem resistir aos processos secundarios de
tratamento de esgoto (BOFILL-MAS et al., 2006; CARDUCCI et al., 2008; PETRINCA
et al., 2009; RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2009; FUMIAN et al., 2010; VICTORIA et al.,
2010). Somando-se a isso, diversos autores jA comprovaram a presenca de virus
entéricos em matrizes aquaticas consideradas apropriadas, de acordo com o0s
padrdes bacteriolégicos utilizados, demonstrando assim uma auséncia de associacao
entre a contaminacdo por coliformes termotolerantes e a presenca desses virus
(MORESCO et al., 2012; VIEIRA et al., 2012; ASSIS et al., 2015). Diante desta
realidade, novos indicadores de contaminacao viral tém sido propostos, tais como 0s
bacteri6fagos, devido as caracteristicas estruturais e comportamento similar aos virus
entéricos, como por exemplo a maior resisténcia no ambiente (ARRAJ et al., 2005;

GERBA, 2009). Outro candidato proposto como indicador € o HAdV, que apresenta a
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vantagem de ser especifico para indicar a contaminacéo viral de origem humana
(GIRONES, 2006; OKOH et al., 2010; VIEIRA et al., 2016).

Varias pesquisas tém sido desenvolvidas com a finalidade de avaliar a
qualidade da agua em diferentes matrizes, utilizando-se os indicadores
bacteriolégicos estabelecidos (SCOTT et al., 2002; MARQUES, 2003;
TEKLEHAIMANOT et al., 2014). Entretanto, os estudos de monitoramento de virus
entéricos em estacbes de tratamento de esgoto (ETEs), bem como a avaliacdo do
impacto destes tratamentos na carga viral sdo recentes, principalmente, nos paises
em desenvolvimento. Este fato pode ser explicado pela baixa eficiéncia dos métodos
de concentracdo viral ja estabelecidos para recuperacdo de virus em diferentes
matrizes aquaticas e, também, pelo alto custo e complexidade de execucdo destes
meétodos (SCHLINDWEIN et al., 2010; HATA et al., 2013; HASSINE-ZAAFRANE et
al., 2015). Apesar disso, avangos recentes nestas técnicas tém proporcionado maior
éxito nas investigacoes realizadas nesse campo de estudo (VICTORIA et al., 2009;
FUMIAN et al., 2010; FUMIAN et al., 2013 CALGUA et al., 2013a).

Aliada a importancia do esgoto como fonte de contaminacdo ambiental com
patdégenos humanos e animais, deve-se considerar também que esta matriz apresenta
uma composicao rica em termos de biodiversidade (CANTALUPO et al., 2011). Neste
contexto, € importante destacar o grande impacto causado pelos virus em biomas e
ecossistemas, devido a sua diversidade genética e biolégica, com efeitos na
composicao e no controle de comunidades microbianas em ambientes aquaticos, bem
como na transferéncia lateral de genes entre microrganismos (SANO et al., 2004;
WILMES et al.,, 2009; JURCKAZ-KUREK et al., 2016). Além disso, 0s virus sao
detentores de um repertério genético com grande potencial biotecnolégico. Cabe
ressaltar que além dos virus entéricos e dos bacteridfagos, ha ainda outros virus
presentes no esgoto, como 0s Vvirus gigantes, que infectam amebas de vida livre. Tais
virus possuem genomas grandes, apresentando um rico repertorio genético pouco
explorado (CLEVERIE et al., 2006). Dada a riqueza da biodiversidade microbiana do
esgoto, este microambiente é um alvo interessante de estudos de prospeccao de
biodiversidade de virus e genes virais.

Os protocolos de concentracao viral podem ser aplicados, ndo s6 as pesquisas
de qualidade de agua, mas também a outros estudos ecoldgicos, microbianos e
biotecnoldgicos. Assim, o0 emprego de técnicas de concentracdo viral mais baratas e

de facil execucao pode evidenciar a real situacdo dos corpos d’agua receptores. Este
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conhecimento pode impulsionar melhorias no sistema de tratamento de esgotos, que
venham a contemplar a necessidade urgente de preservacdo dos mananciais

aguaticos e a saude das populacdes que estdo em contato com oS mesmos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Saneamento basico e impactos a saude

As metas de desenvolvimento do milénio, definidas no ano 2000 pelos Estados
membros da Organizacdo das NagOes Unidas (ONU), desafiaram a comunidade
global a reduzir pela metade, até 2015, a proporcdo de pessoas sem acesso a agua
potavel e esgotamento sanitario. Desde entdo, um programa de monitoramento
desenvolvido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em conjunto com o
Fundacdo das Nacbes Unidas pela Infancia (Unicef) tem divulgado estimativas
regulares deste progresso (OMS e UNICEF, 2015). Segundo o ultimo relatorio, a meta
estabelecida para o abastecimento de agua potavel foi atingida em 2010, cinco anos
antes do prazo inicial previsto, revelando um avango consideravel ao garantir o acesso
a fontes seguras de agua potavel, para mais de 90% da populacdo mundial. Por outro
lado, a meta para os servicos de esgotamento sanitario ndo foi cumprida, tendo
progredido muito lentamente e deixado quase um terco da populacdo mundial (2,4
bilhdes) sem acesso a instalacfes sanitarias adequadas (OMS e UNICEF, 2015).

No Brasil, os dados do Sistema Nacional de Informacfes sobre Saneamento
(SNIS) revelaram que menos da metade da populacéo (46,8%) do pais tem acesso
aos servicos de coleta de esgoto e, ainda assim, grande parte do esgoto coletado
(39%) nao recebe tratamento adequado (SNIS, 2013). Em Minas Gerais, embora o
indice de cobertura por rede coletora de esgoto seja mais elevado (74,2%), pouco
mais de um terco (32,7%) deste esgoto é tratado (SNIS, 2013). Segundo o Plano de
Saneamento Basico de Juiz de Fora, um panorama semelhante pode ser observado
na cidade com relacdo ao elevado indice de cobertura por rede coletora de esgoto
(98,1%). No entanto, apenas 10% do esgoto coletado € submetido ao tratamento,
antes de ser langado em corpos d’agua (JUIZ DE FORA, 2014).

As condicdes precarias de saneamento e higiene, bem como a ingestao de
agua contaminada pela populacdo podem ocasionar doencas infecciosas de
transmissao hidrica, como a DDA, que ainda representa um sério problema de saude
publica (BOSCH et al. 2008; OKOH et al., 2010; IBGE, 2011). Esta realidade aponta
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para a necessidade de implementar agdes de ampliagcéo e avaliagao dos servigos de

saneamento basico, a fim de prevenir os impactos ambientais e a saide da populacéo.

2.2 Tratamento de esgoto

O termo esgoto sanitario € utilizado para designar os residuos liquidos
provenientes de esgotos doméstico e industrial, além da 4gua da chuva que infiltra na
rede de esgoto (ABNT, 1986). O esgoto doméstico € originado a partir da utilizacéo
da agua de abastecimento pelo homem, em funcdo de seus habitos de higiene e de
suas necessidades fisioldgicas, sendo constituido por, aproximadamente, 99,9% de
agua. A necessidade de tratamento do esgoto é justificada pela fracdo restante
(0,1%), que engloba os solidos organicos e inorgéanicos, dissolvidos ou suspensos,
aléem dos patogenos excretados nas fezes (NAIDOO e OLANIRAN, 2014; VON
SPERLING, 2014).

2.2.1 Etapas do processo

O processo de tratamento de esgoto engloba os niveis preliminar, primario,
secundario e terciario. O tratamento preliminar deve ser, obrigatoriamente, realizado
em todas as ETES, sendo fundamental para evitar a abrasdo nos equipamentos e a
obstrucdo de tubulacdes. Nesta etapa, grades de metal sdo utilizadas para remover
sélidos grosseiros, enquanto unidades denominadas desarenadores removem a areia
por sedimentacdo (NAIDOO e OLANIRAN, 2014; VON SPERLING, 2014). A inclusao
de um tanque de equalizacdo pode ser necessaria apés o tratamento preliminar. Isso
garante a operacao continua das etapas seguintes, caso o volume de esgoto bruto,
gue chegue na estacao (vazao afluente) varie muito ao longo das horas do dia. Neste
caso, 0 esgoto é armazenado e homogeneizado no tanque de equaliza¢édo, sendo
bombeado com fluxo constante (vazdo efluente) para a préxima etapa (VON
SPERLING, 2014).
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O tratamento priméario pode ser opcional e neste a remocdo de sélidos em
suspensao ocorre no tanque de sedimentacdo, também conhecido como tanque de
decantacdo. Nesta etapa, o esgoto deve fluir, vagarosamente, pelo decantador
permitindo a deposicdo dos sélidos suspensos na parte inferior do tanque. Essa
massa de sélidos é denominada lodo priméario, que pode ser estabilizado em
digestores convencionais ou por adicdo de cal (NAIDOO e OLANIRAN, 2014; VON
SPERLING, 2014).

O tratamento secundario consiste, principalmente, na remoc¢cdo da matéria
organica que se encontra dissolvida ou em suspenséo no esgoto, podendo reduzir,
em parte, o numero de patégenos (GERBA e PEPPER, 2014). A esséncia deste
tratamento estd na inclusdo de uma etapa biolégica, enquanto nos tratamentos
preliminar e primario predominam o0s processos fisicos. Nesta etapa, o0s
microrganismos degradam a matéria organica presente no esgoto, na presenca ou
nao de oxigénio, gerando metano (em condicbes de anaerobiose), gas carbdnico,
agua e nutrientes necessarios para o seu crescimento e reproducao (NAIDOO e
OLANIRAN, 2014; VON SPERLING, 2014). Embora seja possivel utilizar no nivel
secundario uma grande variedade de metodologias, 0S processos mais comuns Sao:
lagoas de estabilizacdo, reatores anaerobios, reatores aerobios com biofilme,
disposicéo sobre o solo e lodos ativados (GERBA e PEPPER, 2014; VON SPERLING,
2014).

Apés o tratamento secundario, podem ser empregadas etapas adicionais para
reduzir, ainda mais, 0s niveis de compostos organicos, turbidez, nitrogénio, fésforo,
metais e agentes patogénicos. Essas etapas constituem o tratamento terciario,
raramente utilizado nos paises em desenvolvimento, envolvendo processos como
coagulacao, filtracdo, adsor¢cdo de compostos organicos em carvao ativado, osmose
reversa e desinfeccdo (GERBA e PEPPER, 2014; VON SPERLING, 2014). A
desinfeccédo de esgotos sanitarios ndo pretende a eliminacgéo total de microrganismos,
mas sim a inativacao seletiva daqueles que ameacam a saude humana, utilizando a
adicdo de cloro e ozbnio, a incidéncia de radiacao ultravioleta e a ultrafiltracdo em
membranas (NAIDOO e OLANIRAN, 2014; VON SPERLING, 2014).

De acordo com a Pesquisa Nacional de Saneamento Basico desenvolvida pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 57,1% dos municipios brasileiros
utilizam processos de tratamento de esgoto secundarios, enquanto apenas cerca de

9,3% destes empregam, também, o tratamento terciario (IBGE, 2010). Dentre os
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processos de tratamento secundarios, grande parte das estacfes em operagdo no
pais utilizam tecnologias de aeracao, com predominio dos sistemas de lodo ativado,
lagoas aeradas e filtros bioldgicos (IBGE, 2010). Essas tecnologias apresentam
algumas vantagens quando comparadas aos processos anaerobios, tais como maior
eficiéncia na remocdo de nutrientes e, em alguns casos, de microrganismos
patogénicos (OLIVEIRA e VON SPERLING, 2008; JAMWAL et al., 2009). Entretanto,
as técnicas aerdbias requerem um grande consumo de energia, em razao da utilizacdo
de bombas difusoras de oxigénio e homogeneizadores mecéanicos (VON SPERLING,
2014).

2.2.2 Subprodutos do tratamento

Varios subprodutos sélidos (material retido nas grades, areia e lodo) sao
produzidos ao longo do processo de tratamento, porém o lodo representa uma
problematica em funcdo do grande volume gerado durante o processo (VON
SPERLING, 2014). O lodo € formado pela sedimentacdo dos sélidos suspensos do
esgoto, acumulando matéria organica e uma variedade de contaminantes,
principalmente, metais pesados e diversos patdégenos, a maioria entéricos (GERBA e
PEPPER, 2014). Todos os processos de tratamento bioldgico geram lodo, que recebe
designacdes distintas ao longo das etapas do tratamento: lodo primario, produzido no
decantador primario; lodo secundario ou biolégico ou excedente, gerado no tanque de
aeracao; lodo misto, resultante da mistura de lodo priméario e secundario; e lodo
guimico, produzido em sistemas que incorporam uma etapa fisico-quimica no
decantador primario (VON SPERLING, 2014).

De modo geral, todo lodo gerado na ETE precisa ser tratado, passando por

varias etapas de processamento (Figura 1), antes de ser descartado.
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Figura 1: Etapas do gerenciamento do lodo de esgoto e os principais processos utilizados. Adaptada
de VON SPERLING, 2014.
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O adensamento € um processo de concentracdo de solidos, necessario para a
reducéo da umidade e do volume. A estabilizacdo visa a redu¢cdo de mau odor pela
remocao de matéria organica biodegradavel. O acondicionamento € uma etapa de
preparacdo do lodo para facilitar a retirada de liquido. A desidratacdo consiste na
remocao da agua para reduzir mais o volume do lodo e, consequentemente, 0S custos
com transporte e disposicéao final. A desinfeccdo visa a reducao de patégenos a um
nivel compativel com lodos sanitariamente seguros e deve ser realizada em funcao
da disposicao final do lodo, sendo obrigatoria para aplicagbes na agricultura e
dispensavel em casos de incineracdo ou disposicdo em aterro sanitario (VON
SPERLING, 2014). No Brasil, aproximadamente, 15% do lodo gerado em ETEs séo
reaproveitados na agricultura, enquanto 40% s&o dispostos em aterros sanitarios,
15% sao descartados diretamente nos rios, 8% em terrenos baldios e 1% em oceanos
(IBGE, 2010).

O efluente tratado é outro importante subproduto gerado na ETE, que desperta
preocupacdes com relacdo a sua disposicdo final. No pais, apenas 8,2% dos
municipios utilizam o efluente tratado em atividades de irrigacdo, na agricultura, em
servicos urbanos ou na aquicultura, enquanto 91,7% lancam este efluente nos corpos
d’agua (IBGE, 2010). Os efluentes oriundos de sistemas de tratamento de esgotos
sanitarios podem ser langados em corpos d’agua, apds o devido tratamento, desde

gue obedecam aos padrdes de lancamento de efluentes (Quadro 1). Estes padrdes
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foram estabelecidos pela Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(Conama) n° 430/2011, que define valores limites para os parametros fisico-quimicos
de qualidade da agua (CONAMA, 2011). No estado de Minas Gerais, a legislacao é
determinada pela Deliberacdo Normativa n° 01/2008, do Conselho Estadual de
Politica Ambiental (Copam), em conjunto com o Conselho Estadual de Recursos
Hidricos (CERH), que define limites mais rigorosos para 0S mesmos parametros
(COPAM e CERH, 2008).

Além de atender a estes requisitos, o despejo de efluente tratado ndo deve
alterar as caracteristicas de qualidade do corpo d’agua receptor, definidas pelas
legislacbes federal (Resolucdo Conama n° 357/2005) e estadual (Deliberacao
Normativa Copam/CERH n° 01/2008), que dispdem sobre a classificacdo dos corpos
d’agua e as diretrizes ambientais para 0 seu enquadramento (Quadro 1),
determinando os valores limites estabelecidos para os parametros microbiologicos
(coliformes termotolerantes) e fisico-quimicos de qualidade da agua (CONAMA, 2005;
COPAM e CERH, 2008).

Quadro 1: Padrdo de lancamento de efluentes e padrdo de qualidade para corpos d’dgua receptores

Padréo de lancamento de Padrdo de qualidade em agua doce
Parametro efluentes (Conama n°357/2005)
Conama Copam/CERH Classe Classe Classe | Classe
n°430/2011 n°01/2008 1 2 3 4
Coliformes <1000
termotolerantes -1 - < 200 <1000 | <2500 -
(NMP/100mL") <4000
Demanda
bioguimica de 4
oxigénio ((DBO] <120 < 60 <3 <5 <10 -
mg/L™)
Demanda
quimica de 5
oxigénio ([DQO] - < 180 - - - -
mg/L)
Oleos e graxas <100 <20/ <50 VA VA VA VA
(mg/L)
pH 5a9 6a9 6a9 6a9 6a9 6a9
Sdlidos
sedimentéveis <1 <1 - - - -
([SS] mL/L)
Sdlidos
suspensos totais - <100 - - - -
([SST] mg/L)

*NMP/100mL: nimero mais que provavel/100 mililitros; " -: Sem limite determinado pela legislagdo; * Limites para
dessedentacao, recreacdo e demais usos; > mg/L: miligramas/litro; * Ou tratamento com eficiéncia de reducéo de
DBO > 60% e média anual > 70%; "> Ou tratamento com eficiéncia de redugdo de DQO > 55% e média anual >
65% para sistemas de esgotos sanitarios; " Limites para 6leos minerais / 6leos vegetais e gorduras animais; * VA:
virtualmente ausentes. Adaptado de CONAMA, 2005; COPAM e CERH, 2008 e CONAMA, 2011.
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2.2.3 Avaliacédo do desempenho do processo

O desempenho do processo de tratamento de esgoto pode ser avaliado tanto
em relacao a remocéao de sdlidos e de matéria organica, quanto em relacdo a reducéo
de patdgenos, respectivamente, pela andlise dos parametros fisico-quimicos e
microbiolégico, no efluente tratado (VON SPERLING, 2014).

Os soélidos sedimentaveis (SS) e os sdlidos suspensos totais (SST) séo
amplamente utilizados para avaliar a remocéo de soélidos, de tal modo que, quanto
maior a eficiéncia do tratamento, menor deve ser o valor destes parametros no
efluente tratado, quando comparado ao esgoto bruto (VON SPERLING, 2014). Com
relacdo a determinacdo de matéria organica, métodos indiretos sdo frequentemente
utilizados, como a demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e a demanda quimica de
oxigénio (DQO). A DBO reflete a quantidade de oxigénio necessaria para estabilizar
a matéria organica biodegradavel por processos bioquimicos, realizados por
microrganismos. Enquanto, a DQO corresponde a oxidacdo quimica da matéria
organica (fracdo inerte e biodegradavel), que ocorre em meio acido, sob acdo de um
oxidante forte, como o dicromato de potassio (VON SPERLING, 2014). A relacéo
DQO/DBO varia ao longo do processo de tratamento, sendo utilizada para avaliar a
eficiéncia do mesmo. No esgoto bruto, a fracdo biodegradavel € muito elevada,
resultando em valores de relacdo DQO/DBO menores que 2,5. Essa relacao tende a
aumentar com o tratamento, uma vez que o mesmo reduz a fracdo biodegradavel,
mas nado altera a fracdo inerte da matéria organica. Assim, quanto maior for a
eficiéncia do tratamento na remocao de matéria organica biodegradavel, maior sera
essa relacdo no efluente tratado, podendo variar de 2,5 a 5,0 (VON SPERLING, 2014).
A presenca de matéria organica também é avaliada pelos niveis de Oleos e graxas,
gue sdo substancias organicas de origem mineral, vegetal ou animal, oriundas de
residuos industriais e domésticos. A concentracdo destes compostos esta diretamente
relacionada com os valores de DBO e DQO, pois 0 seu processo de decomposicao
exige um grande consumo de oxigénio dissolvido (ORSSATTO et al., 2010).

A contagem de coliformes termotolerantes, por sua vez, € utilizada como
indicador da eficiéncia de remocéo de patégenos no tratamento de esgoto e pode
variar bastante entre os processos utilizados (Quadro 2). Assim, 0S processos que

atingem eficiéncia de remocdo de 99,9% podem assegurar uma reducdo de
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aproximadamente duas unidades logaritmicas na contagem de coliformes
termotolerantes. Cabe salientar, ainda, que apesar de ser amplamente utilizado como
marcador microbiolégico de contaminagéo fecal, os coliformes termotolerantes tém
sido considerados como uma ferramenta inadequada para indicar a presenca de
outros patdgenos (FONG e LIPP, 2005).

Quadro 2: Taxas de eficiéncia de remocédo de coliformes termotolerantes observadas nos principais
sistemas de tratamento de esgoto.

Tipo de tratamento I_Eficiéncia naremocéo de
coliformes termotolerantes (%)
Lagoas de estabilizacdo 80,0 — 99,9
Lodos ativados 85,0 -99,9
Reatores aerébios 70,0 — 90,0
Reatores anaerébios 70,0 — 90,0
Disposi¢éo controlada no solo > 99,0

Adaptado de VON SPERLING, 2014.

2.3 Doenca diarreica aguda e disseminacao de virus em matrizes aquaticas

O despejo de esgoto em corpos de agua superficiais pode contribuir
diretamente para a introducdo dos patdgenos entéricos nos ambientes aquaticos,
contaminando os corpos d’agua receptores. Tal situacdo representa uma ameaca
frente ao uso recreativo deste manancial ou até mesmo para fins de cultivo de
moluscos bivalves (ostras e mexilhdes) e de produtos agricolas, contribuindo para a
disseminacdo de patdgenos veiculados pela agua, que podem causar a DDA
(CARTER, 2005; RUGGERI e FIORE, 2012). Em todo o mundo, a DDA destaca-se no
grupo das doencas mais comuns, estando associada a mortalidade infantil,
principalmente, nos paises em desenvolvimento (OMS e UNICEF, 2015).

No Brasil, os esforcos empreendidos pelo governo reduziram a taxa de
mortalidade associada a DDA em menores de cinco anos, de 10,8% para 2,1%, no
periodo de 1990 a 2010. Entretanto, nas cinco regides geogréficas foram observadas
variacfes significativas nas taxas de prevaléncia da doenca, com os indices mais
elevados registrados nas regifes Norte e Nordeste (BRASIL, 2016). E importante, no

entanto, considerar que estes indices podem ser maiores, devido aos casos nao
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notificados da doenca, que ocorrem, sobretudo, em localidades onde o acesso aos
servigos basicos de saude é menor.

Os virus entéricos sao os principais causadores desta doenca, destacando-se
entre eles 0s RVA e os HAdV-F. Ambos sao transmitidos pela via fecal oral, replicados
no trato gastrointestinal do hospedeiro e eliminados em nimero muito elevado nas
fezes de individuos infectados, sintomaticos e assintomaticos (FONG e LIPP, 2005;
RUGGERI e FIORE, 2012). Segundo Hass e colaboradores (1993), a chance de se
estabelecer uma infeccao, pela ingestdo de dgua contaminada com virus entéricos,
chega a ser até dez mil vezes maior do que a exposi¢cdo similar com bactérias
patogénicas. Em adicdo, no ambiente estes agentes podem resistir a uma ampla
variacao de pH (pH 3 a 10) e a extensos periodos a baixas temperaturas, podendo
permanecer infectantes por até 130 dias em agua do mar, 120 dias em agua doce e
esgoto e 100 dias em solo (FONG e LIPP, 2005).

Sabe-se que processos fisicos utilizados no tratamento de esgoto podem
reduzir a carga viral em cerca de 90-99%, por meio da remocéao das particulas virais
adsorvidas as superficies de sélidos em suspensdo (UEDA e HORAN, 2004;
TEMPLETON et al., 2008), aléem de uma remocao adicional, obtida por processos de
desinfeccdo (MEZZANOTTE et al., 2007). No entanto, diversos autores ja
demonstraram que os virus de disseminagao entérica podem resistir a tais processos,
sofrendo apenas uma pequena reducdo de sua carga (BOFILL-MAS et al., 2006;
VILLAR et al, 2007; CARDUCCI et al., 2008; KATAYAMA et al., 2008; PETRINCA et
al., 2009; RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2009; VICTORIA et al., 2009; FUMIAN et al.,
2010).

Outra situacéo preocupante é a disposicdo de lodo de esgoto no solo, seja em
culturas araveis, pastagens, florestas, parques, gramados ou jardins de casas, que
também pode criar um potencial para a exposicdo humana aos patdgenos, caso este
subproduto do esgoto ndo seja adequadamente tratado (SINGH e AGRAWAL, 2008).
Esta exposicdo pode ocorrer por contato direto, que inclui o manuseio do lodo e/ou do
solo onde o residuo foi aplicado, bem como a contaminacéo por aerossois, durante a
aplicacdo. O contato indireto pode acontecer pelo consumo de alimentos
contaminados cultivados em solos fertilizados com o lodo ou provenientes de animais
gue pastaram nestas terras; pela ingestdo de agua contaminada por infiltracdo de
patdgenos ou pelo arraste da agua de chuva em locais proximos da aplicagédo do lodo
(SIDHU e TOZE, 2009).
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Diante do exposto, mesmo que o tratamento de esgoto e do lodo seja realizado,
existe a possibilidade de os virus entéricos resistirem nestas matrizes que seréo
devolvidas ao ambiente, seja no corpo hidrico receptor ou no solo (CARTER, 2005;
RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2009). A situacdo torna-se mais critica, pelo fato da
gualidade microbiolégica da agua ser determinada, exclusivamente, pela contagem
de coliformes termotolerantes, considerados inadequados para indicar a presenca de
virus entéricos na agua. Diversos trabalhos demonstraram auséncia de associagéo
entre contaminacdo bacteriana e viral, de modo que &guas ndo submetidas a
tratamento sanitario ou submetidas a tratamento ineficiente podem conter virus,
apesar de serem consideradas préprias, de acordo com os parametros bacterianos,
atualmente utilizados (SKRABER et al., 2004; JIANG, 2006; ROSE et al., 2006;
VILLAR et al., 2007; MIAGOSTOVICH et al.,, 2008; ESPINOSA et al., 2009;
FERGUSON et al., 2012; MORESCO et al., 2012; VIEIRA et al., 2012, 2016). Tal fato
tem sugerido a necessidade de se utilizar novos parametros de qualidade, que sejam
mais adequados para avaliar a contaminacédo viral em matrizes aquaticas (BOFILL-
MAS et al., 2006; ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009).

Pesquisas de deteccéo de virus entéricos em diferentes matrizes aquaticas tém
sido impulsionadas, considerando-se o uso da agua para diversas finalidades e o
envolvimento dos virus entéricos em surtos de DDA veiculados pela mesma (CHO et
al., 2014; MELLOU et al., 2014; BRAEYE et al., 2015). Tais estudos demonstraram a
importancia de avaliar a qualidade da agua ndo apenas com base em parametros
bacteriol6gicos, apontando a necessidade da inclusdo de parametros virologicos
(ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009).

No Brasil, estudos de monitoramento de virus entéricos ja foram realizados em
efluentes bruto e/ou tratado, provenientes de processos de tratamento aerobio e
anaerobio, para avaliar a remoc¢ao dos virus da hepatite A, astrovirus, HAdV, RVA e
norovirus, tendo sido demonstrado que 0S mesmos resistem ao processo de
tratamento (VILLAR et al., 2007; GUIMARAES et al., 2008; FERREIRA et al., 2009;
VICTORIA et al., 2010; RIGOTTO et al., 2010; SCHLINDWEIN et al., 2010; FUMIAN
etal., 2010, 2011; 2013; PRADO et al., 2011, 2012). Por outro lado, existe uma grande
dificuldade de pesquisar a presenca destes virus em lodo de esgoto, em funcédo da

complexidade desta matriz.
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2.4 Consideracdes gerais sobre os adenovirus

Os HAdV pertencem a familia Adenoviridae, género Mastadenovirus, sendo
classificados em espécies e tipos (Quadro 3), com base em suas propriedades

biolégicas e na sequéncia do genoma (BERK, 2013).

Quadro 3: Esquema de classificagdo dos adenovirus humanos.

o Grupos de _ Potencial oncogénico~ _
Espécie hemaglutinag&o Tipos Tu_mor_ em | Transformacdo | Doencga associada
animais em cultura
HAdV-A v 12, Alto Positivo Infeccdo entérica
18,31 oculta
HAdV-B I 3,7,11, | Moderado Positivo Conjuntivite
14, 16, Doenca respiratéria
21, 34- aguda
35, 50, Cistite hemorragica
55 Sistema nervoso
central
HAdV-C Il 1-2, 5-6, Baixo ou Positivo Sintomas respiratorios
57 nulo
HAdV-D 1] 8-10, Baixo ou Positivo Ceratoconjuntivite em
13, 15, nulo imunocomprometidos
17, 19-
20, 22-
30, 32-
33, 36-
39, 42-
49, 51,
53-54,
56, 58-
60
HAdV-E " 4 Baixo ou Positivo Conjuntivite
nulo Doenca respiratoria
aguda
HAdV-F 11 40, 41 - Negativo Gastroenterite
HAdV-G - 52 - Gastroenterite

Adaptado de BERK, 2013 e ROBINSON et al., 2013.

As particulas virais ndo possuem envelope, medem cerca de 90 nandmetros
(nm) de didmetro e sdo compostas por 12 proteinas, das quais sete formam o
capsideo (polipeptideos II, 1lI, IV, VI, VI, llla e IX) e cinco compdem o cerne viral
(polipeptideos V, VII, u, TP [proteina terminal] e p23) (BERK, 2013). O capsideo de
simetria icosaédrica é constituido por 252 capsémeros, dos quais 240 hexons formam

as faces do icosaedro e 12 pentons formam os vértices (Figura 2). O genoma viral é
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envolvido pelo capsideo, sendo constituido de uma fita dupla de DNA (do inglés
deoxyribonucleic acid) (BERK, 2013).

Proteinas do capsideo viral: Proteinas do core viral:
8 Hexon * Proteina VI §p Proteina terminal
e @® Proteinallla ® Proteina M
.y Basedo penton

; " Proteina VIl @ Proteina Vil

m Fibra A ProteinalX @ ProteinaV

Figura 2: Diagrama esquemaético da particula de adenovirus humano. Adaptada de NEMEROW et al.,
20009.

Os tipos de HAdV podem diferir em seu tropismo e patogenicidade, podendo
infectar e ser replicados em células epiteliais do trato respiratério (superior e inferior),
gastrointestinal, conjuntivas e, com menor frequéncia, trato urinario e figado (BERK,
2013). O ciclo de replicacéo (Figura 3) comeca com a adsorcdo da particula viral a
célula epitelial, que ocorre através da ligacdo da fibra as integrinas da superficie
celular, com consequente internalizacdo via endocitose mediada por receptor. O
processo de desencapsidacao inicia-se apds a endocitose. A alteracdo do pH dentro
do endossoma provoca alteracbes conformacionais no penton, que expde regibes
hidrofébicas, provocando a lise do endossoma e a liberacdo de seu contetdo no
citoplasma celular. O genoma viral migra até o nucleo, onde entra através dos poros

e € convertido em um complexo DNA viral-histonas celulares (BERK, 2013).
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Figura 3: Representacéo esquematica do ciclo de replicacdo dos adehovirus humanos. Adaptada de
WAYE e SING, 2010.

A replicacdo do DNA viral e a montagem da particula ocorrem no nucleo da
célula. Entretanto, a etapa inicial da morfogénese se da no citoplasma, onde os
polipeptideos recém-sintetizados reinem-se em capsoémeros, formando os hexons e
0s pentons. No nucleo, os capsémeros relinem-se em capsideos vazios, no quais o
DNA desnudo penetra. As proteinas precursoras do cerne séo clivadas, formando as
particulas maduras que se acumulam no ndcleo. Este acumulo promove uma
desestruturacdo do citoesqueleto, que altera a morfologia celular (a célula torna-se
redonda), tornando a célula mais susceptivel a lise, com consequente liberacédo das
particulas virais (BERK, 2013).

As lesdes produzidas pela lise dos enterdcitos infectados provocam atrofia das
microvilosidades intestinais e hiperplasia compensatéria das criptas, com
consequente ma absorcédo e perda de liquido, caracterizando a diarreia. Além disso,
vomitos, febre e sintomas respiratérios sdo manifestados em mais de 20% das
criancas. A doenca apresenta um periodo de incubacao de trés a dez dias e duracéo
de mais de uma semana (WILHELMI et al., 2003; BERK, 2013).

Os HAdV das espécies F (tipos 40 e 41) e G (tipo 52) sdo de transmisséo fecal
oral e a quantidade abundante destes virus nas fezes diarreicas (cerca de 10
particulas/grama de fezes), sugere uma intensa replicacdo no trato gastrointestinal
(JONES et al., 2007; BERK, 2013). A caracterizagdo molecular dos HAdV é crucial
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para definir as espécies que causam diarreia, uma vez que alguns tipos nao-entéricos
podem ser excretados nas fezes, intermitentemente, apos uma infeccdo anterior
(BERK, 2013). Os HAdV tipos 40 e 41 estdo associados a casos esporadicos e surtos
de DDA, acometendo, principalmente, criangas nos seus primeiros anos de vida
(BERK, 2013; MOYO et al., 2014). Estes virus sao responsaveis por até 20% dos
casos de doenca em todo o mundo, tendo sido detectados em pacientes internados e
nado internados, confirmando o importante papel epidemioldgico desses patégenos
(FILHO et al., 2007; LENNON et al., 2007; MAGALHAES et al., 2007; VERMA et al.,
2009; FREITAS et al., 2010; DEY et al., 2011; KOTLOFF et al., 2013). O HAdV tipo
52 também foi associado a casos de gastroenterite, apds o isolamento deste virus em
amostras fecais obtidas durante um surto, que ocorreu na cidade de Los Angeles nos
Estados Unidos da América (EUA) em 2003 (JONES et al., 2007).

O HAdV tipo 12 é um virus nao entérico, pertencente a espécie A, que foi
associado pela primeira vez a um surto de gastroenterite no Brasil, ocorrido no Rio de
Janeiro durante o ano de 2013 (PORTES et al., 2016). As elevadas cargas virais de
HAdV tipo 12 detectadas neste estudo (>10° copias de genoma/gramas de fezes)
sugerem a replicacéo destes virus no intestino (PORTES et al., 2016) e corroboram
relato anterior que implica o HAdV tipo 12 como um provavel agente etiolégico da
gastroenterite (AKIHARA et al., 2005).

Em 1998, a agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos da América
incluiu os HAdV em uma lista de “contaminantes candidatos”, que devem ser
considerados para garantir a seguranca da agua potavel, por causa das suas
implicacdes na saude publica (FONG e LIPP, 2005). Estudos ambientais apontaram
estes virus como um provavel marcador de contaminacao fecal humana em ambientes
aquaticos, em funcdo de sua ampla disseminacdo ao longo do ano, sem perfil de
sazonalidade; estabilidade em esgoto doméstico e amostras ambientais; e resisténcia
aos processos de tratamento de agua e esgoto (PUSCH et al, 2005; BOFFIL-MAS et
al, 2006; ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009; OKOH et al., 2010). A capacidade dos
HAdV de permanecerem viaveis em ambientes aquaticos por meses esta associada
a sua estabilidade frente a condi¢des adversas de pH e temperatura (MENA e GERBA,
2009; SAUERBREI e WUTZLER, 2009), além de sua resisténcia a acdo de compostos
guimicos e fisicos, tais como o cloro e a radiacdo ultravioleta (THURSTON-
ENRIQUEZ et al., 2003a,b).
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2.5 Consideracgdes gerais sobre os rotavirus

Os RV pertencem a familia Reoviridae, subfamilia Sedoreovirinae, género
Rotavirus. As particulas viriais ndo envelopadas medem cerca de 100 nm, incluindo
as projecdes proteicas. Na microscopia eletrbnica, as particulas apresentam trés
camadas proteicas concéntricas que Ihe conferem aspecto de roda de carroga, origem
do nome dado ao virus (MATTHEWS, 1979; ESTES e GREENBERG, 2013).

A camada externa € formada pelas proteinas estruturais (do inglés virion protein
— VP) VP7 e VP4, enquanto a camada intermediéria € constituida pela proteina VP6.
A camada interna, também conhecida como cerne, é constituida por uma camada de
proteina VP2 que envolve o genoma viral, ao qual estdo associadas as proteinas VP1
e VP3 (ESTES e GREENBERG, 2013). O genoma viral é constituido por 11
segmentos de RNA (do inglés ribonucleic acid) de fita dupla (Figura 4), que séo
responsaveis pela codificacdo de seis proteinas estruturais (VP1-VP4, VP6 e VP7) e
seis proteinas nao estruturais (do inglés non structural protein — NSP1 a 6) do virus
(Quadro 4).

Segmentos B Proteinas C Representagéo esquematica
Genomicos codificadas (localizagao das proteinas)

e NEP2 -
NSPS —
e = 40 e NS P _

-< NSPS
-" N3P

Figura 4: Organizacédo do genoma e da particula de rotavirus. (A) Representacéo esquematica dos 11
segmentos gendmicos dos RV visualizados em gel de poliacrilamida apés eletroforese. (B) Proteinas
virais estruturais e ndo estruturais. (C) Localizacdo das proteinas estruturais na particula viral. (D)
Reconstrucao da particula viral em trés dimensées. Adaptada de ANDRADE-GOES, 2005.

D Reconstrugao
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Quadro 4: Descricdo dos segmentos gendémicos dos rotavirus e das proteinas estruturais e nao
estruturais codificadas pelos mesmos.

Segmento
de RNA

(namero de
pares de
base)

Proteinas virais codificadas

Designacéo
(namero de
aminoacidos)

Localizacéo
na particula
viral

NUmero
de cOpias
por virion

Propriedades e fun¢des

1 (3302)

VP1 (1088)

Cerne

12

RNA polimerase dependente de
RNA.

2 (2690)

VP2 (881)

Cerne

120

Necessaria para atividade de VP1
e formacéo do cerne viral.

3 (2591)

VP3 (835)

Cerne

12

Forma um complexo com VP1 e
atua como guanililtransferase e
metiltransferase.

4 (2362)

VP4 (776)
VP5* (529)
VP8* (247)

Capsideo
externo

120

(60
dimeros)

Hemaglutinina (adesdo celular),
clivada em VP5* e VP8* por acdo
de proteases (tripsina); apresenta
propriedades antigénicas.

5 (1611)

NSP1 (495)

Nao estrutural

Apresenta atividade de ligacdo ao
RNA, mas ndo é essencial em
algumas linhagens.

6 (1356)

VP6 (397)

Capsideo
interno

780

(260
trimeros)

Proteina hidrofobica e
imunogénica que contém o0s
antigenos de grupo e subgrupo;
representa 50-60% da massa
viral.

7 (1105)

NSP3! (315)

Nao estrutural

Intensifica a sintese de proteinas
virais e inibe a traducdo de
proteinas da célula hospedeira.

8 (1059)

NSP2!(317)

Nao estrutural

Apresenta atividade de ligag&o ao
RNA viral, atua como helicase e
forma o viroplasma com NSP5.

9 (1062)

VP7t(326)

Capsideo
externo

780

(260
trimeros)

Glicoproteina integrada a
membrana do RER, dependente
de célcio e altamente
imunogénica.

10 (751)

NSP4 (175)

Nao estrutural

Glicoproteina integrada a
membrana do RER que atua como
receptora intracelular da particula
viral; modula o célcio intracelular;
atua na morfogénese e como
enterotoxina viral.

11 (667)

NSP5 (198)

NSP6 (92)

Nao estrutural

Nao estrutural

Atua como fosfoquinase, forma o
viroplasma com NSP2 e interage
com VP2 e NSP6.

Constitui o viroplasma e interage
com NSP5.

Siglas: VP: proteina estrutural; NSP: proteina ndo estrutural; RER: Reticulo endoplasmatico rugoso. * O asterisco
é utilizado para identificar as proteinas resultantes da clivagem de VP4 (VP5* e VP8*). ! Pode ser codificada pelos
segmentos 7, 8 ou 9 dependendo da amostra viral. Adaptado de ESTES e GREENBERG, 2013.
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De acordo com as caracteristicas antigénicas da proteina VP6, os RV sao
classificados em sete grupos, designados de A a G. Recentemente, com base em
analises filogenéticas do gene que codifica a proteina VP6, uma nova espécie de RV
tem sido proposta e denominada como grupo H (MATTHIINSSENS et al., 2012;
KINDLER et al., 2013). Os RV do grupo A (RVA) sdo os de maior importancia
epidemioldgica, tendo sido claramente estabelecidos como causadores de doenca
diarreica em criancas e individuos jovens, de vérias espécies de mamiferos e aves
(WILHELMI et al., 2003).

A classificagdo genotipica dos RVA tem sido realizada por um sistema binario,
baseada na determinacéo dos gendtipos G (gene que codifica a glicoproteina VP7) e
P (gene que codifica a proteina VP4, que é sensivel a protease). Em 2008, um grupo
de pesquisadores propds um sistema completo de classificacdo destes virus, tendo
como base as propriedades moleculares de seus 11 segmentos de RNA. Este novo
sistema baseou-se na caracterizagdo molecular e analise filogenética do genoma
completo de 53 protoétipos do virus. Os diferentes gendtipos descritos para cada um
dos segmentos séo divididos segundo valores de cut-off especificos de identidade
nucleotidica, para cada um destes genes (Quadro 5). Assim, foi determinada a nova
designacao dos genotipos, que passa a ser descrita da seguinte forma: Gx-P[x]-Ix-Rx-
Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, onde cada letra simboliza, respectivamente, 0os genes
responsaveis pela codificacdo das proteinas VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-
NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 e o0 X, um numero arabico iniciando em 1
(MATTHIINSSENS et al., 2008a,b).

Os RV apresentam um tropismo natural para as células epiteliais maduras das
microvilosidades intestinais, nas quais ocorre a replicacéo viral. O passo inicial do ciclo
(Figura 5) consiste na ligacdo da particula viral a superficie da célula hospedeira,
através da interacdo de VP4 e VP7 com receptores celulares (ARIAS et al., 2004,
DESSELBERGER et al., 2009; ESTES e GREENBERG, 2013). A penetracdo pode
ocorrer diretamente através da membrana ou por endocitose mediada por receptores.
As particulas infecciosas sofrem desnudamento, pela acdo de enzimas celulares e
baixa concentracdo de calcio, perdendo as duas proteinas do capsideo externo
(ARIAS et al., 2004; DESSELBERGER et al., 2009; GREENBERG e ESTES, 2009;
ESTES e GREENBERG, 2013).
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Quadro 5: Valores de cut-off de percentagem de identidade nucleotidica que definem os diferentes

genotipos de rotavirus do grupo A.
Proteina Valores de cut-off de Designacdo dos nomes -
Gene codificada identidade nucleotidica (%) de genotipos Genotipos
RNA polimerase - RNA
L VPl 83 dependente (R) 9
2 VP2 84 Proteina do cerne (C) 9
VP3 81 Metiltransferase (M) 8
4 VP4 80 Sensivel a protease (P) 35
5 NSP1 79 Antagonista do Interferon 16
(A)
6 VP6 85 Capsideo interno (I) 16
NSP3 85 Intenmﬂcadc(n_:_)de traducéo 12
7,8
ou9 NSP2 85 NTPase (N) 9
VP7 80 Glicoproteina (G) 27
10 NSP4 85 Enterotoxina (E) 14
Fosfoproteina
1 NSP5 91 (pHosphoprotein) (H) 11

Adaptado de MATTHIINSSENS et al., 2008a,b e ESTES e GREENBERG, 2013.
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Figura 5: Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo dos rotavirus. Etapas: (1) Adsor¢édo do
virus & superficie celular; (2) Penetracdo e desnudamento da particula viral, produzindo particulas de
dupla camada (do inglés Double Layered Particles - DLPs); (3) Transcri¢éo priméria (RNA™); (4) Sintese
das proteinas virais; (5) Sintese priméria de RNA’; (6) Montagem da particula viral; (7) Sintese
secundéaria de RNA"; (8) Montagem das DLPs; (9) Brotamento da DLP na membrana do reticulo
endoplasmatico (RE); (10) Perda do envoltério transitério, gerando particulas de tripla camada (do
inglés Triple Layered Particles - TLPs). Adaptada de MASCARENHAS, 2006.
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A replicacdo ocorre totalmente no citoplasma da célula e se inicia com a RNA
polimerase dependente de RNA (VP1) em conjunto com VP3, transcrevendo fitas de
RNA de polaridade positiva (RNA™) a partir de todos os 11 segmentos gendmicos
virais. Parte destas moléculas de RNA* funcionam como RNA mensageiro viral, sendo
traduzidas em proteinas estruturais e ndo estruturais (DESSELBERGER et al., 2009;
ESTES e GREENBERG, 2013).

A maioria das proteinas virais sdo sintetizadas em ribossomos livres e se
acumulam no citoplasma, a excecao de VP7 e NSP4, que sao sintetizadas em
ribossomos ligados ao reticulo endoplasméatico rugoso, onde séo glicosiladas e a
seguir inseridas em sua membrana (COSTA et al., 2005; DESSELBERGER et al.,
2009; ESTES e GREENBERG, 2013). Cerca de trés horas ap0s o inicio da infec¢éo
formam-se inclusdes citoplasmaticas denominadas viroplasmas, que sdo essenciais
para a replicacdo, o empacotamento do genoma e as etapas iniciais de morfogénese
do virus (DESSELBERGER et al., 2009; ESTES e GREENBERG, 2013). Particulas
de dupla camada emergem dos viroplasmas e brotam para dentro do reticulo
endoplasmatico (RE), adquirindo um envelope transitério, que contém NSP4, VP4 e
VP7 (ARIAS et al., 2004; ESTES e GREENBERG, 2013).

O brotamento é mediado pela NSP4, que atua como receptor da VP6, presente
na particula viral. A medida que as particulas se movem em direcéo ao interior do RE,
0 envelope vai sendo substituido por uma fina camada de proteina que constitui o
capsideo externo, formando a particula viral completa e infecciosa (DESSELBERGER
et al., 2009; ESTES e GREENBERG, 2013). Estudos mostraram que em células néo
polarizadas, o ciclo termina quando a progénie viral é liberada por lise da célula
hospedeira. Nas células epiteliais polarizadas, os virus induzem a apoptose e
desestabilizam a membrana, sendo liberados da célula antes dos efeitos citopaticos
(ECP) se tornarem evidentes. Finalmente, as particulas virais liberadas infectam
outros enterdcitos, reiniciando o ciclo (DESSELBERGER et al., 2009; ESTES e
GREENBERG, 2013).

A lise das células infectadas causa a atrofia das vilosidades intestinais,
desencadeando uma repopulacdo compensatéria com células secretoras imaturas.
Deste modo, ocorre um desequilibrio entre os processos de absor¢do (comprometida
pela destruicdo de enterdcitos maduros) e secrecao (aumentada pela proliferacao de
células da crista). Simultaneamente, a permeabilidade intestinal a macromoléculas

como a lactose é reduzida, o que aumenta a osmolaridade intestinal e as perdas
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liguidas, resultando na diarreia osmética. Também ocorrem altera¢cdes vasculares que
levam a isquemia das microvilosidades e altera¢des inflamatérias na mucosa intestinal
(WILHELMI et al., 2003; COSTA et al., 2005).

Outro mecanismo de inducéo de diarreia € desencadeado pela proteina NSP4,
gue sofre transformacdes, adquirindo func¢des intracelulares (INSP4) e extracelulares
(eNSP4) (DESSELBERGER et al., 2009; HYSER e ESTES, 2009; ESTES e
GREENBERG, 2013). Na célula infectada, a iINSP4 (Figura 6A) apresenta atividades
fundamentais para a replicac@o viral, atuando no aumento do calcio intracelular e
facilitando a montagem da particula. O mecanismo de alteracdo da homeostase do
calcio é desconhecido, mas acredita-se que a iINSP4 promova um aumento da
permeabilidade da membrana plasméatica por induzir a formacao de canais de calcio.
Por outro lado, a montagem das particulas € facilitada a medida que a iINSP4 presente
na membrana do RE se liga a proteina VP6 das particulas imaturas, facilitando o seu
brotamento (HYSER e ESTES, 2009).

A Funcao de iNSP4 B Fungédo de eNSP4

i D ;

" AL T I S
/ \

Canal de cloreto

Figura 6: Funcdes da proteina nao estrutural 4 (NSP4): intracelular (A) e extracelular (B). Adaptada de
HYSER e ESTES, 2009.

Quando a iINSP4 atravessa a membrana plasmatica da célula infectada, ela é
clivada por acéo de proteases, gerando a eNSP4 (Figura 6B), que possui atividade de
enterotoxina. Esta por sua vez, liga-se a receptores celulares e inicia uma cascata de
sinalizacdo em células néo infectadas. Esta sinalizacdo ativa a fosfolipase C,

culminando com a liberacdo de calcio do RE e consequente aumento do seu nivel
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intracelular, perturbando o equilibrio eletrolitico da célula (DESSELBERGER et al.,
2009; HYSER e ESTES, 2009; ESTES e GREENBERG, 2013). Se a eNSP4 atuar no
enterdécito, um dos efeitos é a ruptura da juncéo celular resultando em permeabilidade
paracelular, ou seja, entre as células. Por outro lado, se a eNSP4 atuar nas células da
crista, ocorre um aumento nos niveis de célcio mediado por um transportador de
cloreto, aumentando a secrecdo em um processo chamado de diarreia secretoria
(DESSELBERGER et al., 2009; HYSER e ESTES, 2009; ESTES e GREENBERG,
2013).

A dose infectante necessaria para estabelecer a infec¢do por RVA é de apenas
dez particulas viaveis, o que demonstra sua elevada infecciosidade, principalmente
guando se considera que estes virus sdo transmitidos pela via fecal-oral, sendo
excretados em concentragdes elevadas nas fezes (10° a 10%° particulas/grama)
(CARTER, 2005; COSTA et al., 2005). A gastroenterite causada pelos RVA inicia,
abruptamente, apds um periodo de incubacao de 2 a 4 dias, com um quadro clinico
classico: vomito, febre, dor abdominal e diarreia, que podem se manifestar juntos ou
isolados e podem desencadear rapidamente a desidratacdo (COSTA et al., 2005;
DESSELBERGER et al., 2009).

Os RVA sao responsaveis por altas taxas de hospitalizacdo e procura por
cuidados clinicos, principalmente, considerando as infec¢cdes que acometem criancas
menores de cinco anos (ESTES e GREENBERG, 2013; GURGEL et al., 2014). Na
América Latina, na era pré-vacinal, estimava-se que 10 milhdes de casos de DDA, 75
mil hospitalizacbes e 15 mil mortes, por ano, poderiam ser atribuidas a rotavirose
(OPAS, 2007). No Brasil, a situacdo nao era diferente e a infec¢cdo por RVA era uma
importante causa de morbidade e mortalidade na populacéo infantil, com ocorréncia
de cerca de 850 mortes anuais relacionadas com esse agente (SARTORI et al., 2008).

Nos paises de clima temperado, os RVA exibem um padrdo sazonal de
infeccdo, apresentando picos epidémicos nos meses mais frios do ano
(DESSELBERGER et al., 2009). Por outro lado, nos paises tropicais, a infec¢do ocorre
durante todo o ano, com tendéncias sazonais em algumas regides (ESTES e
GREENBERG, 2013; DESSELBERGER et al., 2009). No Brasil, a distribuicdo sazonal
da DDA por RVA apresentava um nitido perfil sazonal na regido sudeste, com
expressiva ocorréncia das infeccbes no periodo mais frio e seco do ano (maio a
setembro) (ROSA E SILVA et al., 2001; ARAUJO et al., 2002; ROSA E SILVA et al.,
2002; CARVALHO-COSTA et al., 2006).
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A constatacdo de epidemias anuais nos paises desenvolvidos mostrou que a
adocdo de medidas higiénicas classicas ndo seria suficiente para o controle da
infecgdo, apontando para a necessidade de desenvolvimento de uma vacina eficaz
contra os RVA (MASCARENHAS, 2006; ANDREASI, 2008; ESTES e GREENBERG,
2013). A vacina monovalente, produzida a partir do virus humano G1P[8] atenuado,
amostra RIX4414 (Rotarix® - GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgium) foi licenciada no
Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria em 2005, estando disponivel
inicialmente em clinicas pediatricas privadas. Somente em mar¢o de 2006, a vacina
oral de RV humano foi incluida no Programa Nacional de Imunizacgéo, estando a partir
de entdo disponivel no Sistema Unico de Satde (BRASIL, 2005).

Desde a implantacdo dessa vacina, varios estudos foram realizados para
avaliar o seu impacto, tendo sido demonstrado um declinio consideravel da taxa de
mortalidade e do namero de internagdes por diarreia (LANZIERI et al., 2011; DESAI
et al., 2011; DO CARMO et al., 2011). Em adicado, as pesquisas de monitoramento
desenvolvidas nos periodos pré e pds-vacinacdo apontaram reducdes significativas
da taxa de deteccéao de RVA (CARVALHO-COSTA et al.; 2009; MORILLO et al., 2010;
DULGHEROFF et al., 2012; 2014). Um estudo realizado no municipio de Juiz de Fora
corroborou a queda na prevaléncia de RVA no periodo 2007-2011, principalmente na
faixa etaria de 0 a 36 meses, bem como uma reducgéo na circulacao de genotipos néo-
G2 no municipio, apos a implantacdo da vacina (ASSIS et al., 2013). Apesar da
reducdo acima relatada, os RVA tem sido detectados em estudos clinicos (ASSIS et
al.,, 2013; DULGHEROFF et al.,, 2012, 2014; GLASS et al.,, 2014) e ambientais
(FERREIRA et al., 2009; VIEIRA et al., 2012; FUMIAN et al., 2013; ASSIS et al., 2015),
mostrando que eles continuam circulando na populacgéao.

A deteccdo de RVA em matrizes aquaticas pode estar associada a sua
resisténcia aos fatores ambientais e aos diversos processos fisico-quimicos
empregados no tratamento de agua e esgoto (MEHNERT et al., 1999). Estes virus
podem manter sua viabilidade por dias ou meses em ambientes com baixas
temperaturas (4 a 20°C) e resistem a amplas variacdes de pH, sofrendo inativacao
apenas em pH 11,5 (MENG et al., 1987; D’'SOUZA et al., 2007). Além disso, os RVA
podem resistir a tratamentos de desinfec¢éo por incidéncia de luz ultravioleta ou por
cloracdo, mediante concentracdes de cloro variando entre 1,5 e 1,7 mg/L (RAO et al.,
1986).
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2.6 Consideracdes gerais sobre os virus gigantes

Os virus grandes nucleo-citoplasméticos de DNA, também designados como
virus gigantes, sdo multiplicados em parte ou totalmente no citoplasma de células
eucaridticas, possuem capsideo com dimensao maior que 150 nm e apresentam um
genoma relativamente grande, que codifica milhares de genes (IYER et al., 2001;
YUTIN et al., 2009). Esse grupo de virus € composto pelas familias Ascoviridae,
Asfarviridae, Iridoviriridae, Phycodnaviridae, Poxviridae, Marseilleviridae e
Mimiviridae, além de algumas espécies, como o0s pandoravirus, pithovirus e mollivirus,
gue nao se enquadram dentro de nenhuma familia viral (IYER et al., 2001; ABERGEL
et al., 2015).

O primeiro virus gigante foi descrito em 2003, a partir de amostras de agua
coletadas de uma torre de resfriamento, apds um surto de pneumonia ocorrido no ano
de 1992, em um hospital da Inglaterra (LA SCOLA et al., 2003). Naquela época,
amebas de vida livre e cocos Gram-positivos foram detectados na amostra, sendo os
ultimos identificados como o possivel agente causador desse surto. No inicio dos anos
2000, analises de microscopia eletronica realizadas por pesquisadores franceses
revelaram que as amebas continham particulas virais de grandes dimensdes (~750
nm de diametro), que apresentavam simetria pseudo-icosaédrica (LA SCOLA et al.,
2003). Esse virus foi denominado de Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV) por
parasitar amebas de vida livre da espécie Acanthamoeba polyphaga e por mimetizar
uma bactéria (mimivirus), devido ao tamanho visivel ao microscépio 6ptico e pelas
caracteristicas de coloracao.

O genoma do APMV, considerado o prototipo da familia Mimiviridae, €&
constituido de DNA de fita dupla linear e contém mais de mil genes codificadores de
proteinas estruturais, ndo estruturais e alguns RNA transportadores. Embora 70%
desses genes ainda ndo possuam funcéo descrita, andlises do genoma dos mimivirus
ja revelaram a presenca de marcadores antes desconhecidos em virus, alguns
relacionados a traducdo de proteinas, a enzimas de reparo do DNA e novas vias
enzimaticas (LEGENDRE et al., 2010).

Com o passar dos anos, diferentes espécies de virus gigantes foram
detectadas em amebas de vida livre, que sdo consideradas hospedeiras naturais

destes virus (LA SCOLA, 2014). Dentre estas amebas, destacam-se aquelas
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pertencentes ao género Acanthamoeba spp., que podem fazer parte da microbiota
normal de alguns animais e humanos e ja foram isoladas a partir de varios ambientes
(DORNAS, 2016). Essas amebas apresentam estabilidade apds o tratamento com
desinfetantes, além de resistirem quando expostas a condi¢fes extremas de pH e
temperatura (FOUQUE et al., 2012).

A partir da descricdo de virus gigantes, os pesquisadores tém buscado
aprimorar estratégias para o isolamento destes virus, sendo a técnica de filtracdo a
primeira opcéo proposta para a concentracdo de amostras (LA SCOLA et al., 2008).
Apesar de ser eficiente na retencdo de bactérias, este método também restringiu a
pesquisa de virus gigantes, devido ao maior tamanho dessas particulas virais. Deste
modo, a filtracdo foi substituida pela adicdo de antibiéticos as amostras, antes de
serem inoculadas, uma vez que as condi¢des de cultivo das amebas favorecem o
crescimento bacteriano (LA SCOLA et al., 2010). E importante destacar, no entanto,
gue a elevada concentracdo de antibioticos pode afetar o crescimento da ameba,
reduzindo o numero de virus gigantes isolados. Alternativamente, uma etapa de pré-
enriquecimento da amostra foi proposta para diminuir o crescimento bacteriano. A
execucao dessa metodologia exige a incubagcédo da amostra em camara escura com
fontes organicas, antes da sua inoculacdo nas amebas, a fim de favorecer a
multiplicacéo de bactérias heterotréficas em detrimento das autotroficas (ARSLAN et
al., 2011; DORNAS et al., 2014a). Apesar de permitir o isolamento de alguns virus
gigantes, esse método tem apresentado baixos indices de positividade (CAMPOS et
al., 2014; ANDRADE et al., 2015).

Até o0 momento, os estudos de prospeccdo de virus gigantes tém gerado
informacdes importantes a respeito da sua circulacdo, sugerindo que assim como as
amebas de vida livre, esses virus podem ser ubiquos. Tal fato pode ser explicado pela
deteccéo e isolamento de virus gigantes em diferentes tipos de amostras, tais como
solo, ar, &gua, ambientes hospitalares, sistemas de ventilacdo, ar condicionado, lentes
de contato e, até mesmo, em sistemas de tratamento de esgoto (LA SCOLA et al.,
2003, 2008; PAGNIER et al., 2013, BOUGHALMI et al., 2013; DORNAS et al., 2015).
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2.7 Métodos de deteccao de virus em amostras ambientais

A pesquisa ambiental de virus inclui etapas fundamentais como a concentracao
dos virus na amostra e a detec¢ao de acidos nucleicos virais por técnicas moleculares.
Os principais entraves para obter resultados seguros em pesquisas com matrizes
aguaticas incluem a grande diversidade de amostras, a alta dispersdo das particulas
virais nesses ambientes e a presenca de inibidores naturais que afetam a reacéo de
amplificacéo de acidos nucleicos (GUZMAN et al., 2007; ROCK et al., 2010).

O método de concentracdo deve ser simples, rapido, barato, proporcionar boas
taxas de recuperacao viral e ser adequado para uma grande variedade de virus. Como
nao existe um método ideal que atenda a todos esses requisitos, é preciso selecionar
a metodologia mais adequada levando-se em consideracéo a natureza da amostra, o
virus a ser monitorado e os recursos disponiveis no laboratério (WYN-JONES e
SELLWOOD, 2001; BOSCH et al., 2008; SILVA et al., 2011). Em geral, os métodos
de concentracdo sdo baseados nas técnicas de ultracentrifugacado, ultrafiltracéo,
adsorcao-eluicdo e floculacdo (WYN-JONES e SELLWOOD, 2001; SILVA et al.,
2011).

No método de ultracentrifugacdo, as amostras sao centrifugadas em alta
velocidade (maior que 100.000 x g), o que faz com que 0s virus precipitem e sejam,
posteriormente, eluidos de forma eficiente. Esta técnica apresenta a vantagem de
poder utilizar amostras sem que haja um processamento prévio das mesmas, porém,
a falta de portabilidade do equipamento, 0s custos elevados e 0s pequenos volumes
gue podem ser processados, limitam a sua utilizacédo (SILVA et al., 2011).

Outro método bastante utilizado € a ultrafiltracdo, que consiste na passagem
da amostra através de membranas, filtros ou capilares, cujos poros tem dimensdes
tais, que permitem a passagem de agua e solutos de baixo peso molecular, mas retém
virus e macromoléculas. Esse método € util apenas nos casos de amostras de
pequeno volume, visto que os constituintes ndo filtraveis obstruem rapidamente o
dispositivo filtrante (WYN-JONES e SELLWOOD, 2001).

Nos protocolos de adsorcéo e eluicdo, a amostra € filtrada em uma membrana
eletricamente carregada, na qual o virus € adsorvido sob condi¢cfes especificas de pH
e forca ibnica. A seguir, as particulas sao eluidas da membrana pela lavagem com

acido e entdo concentradas por centrifugacdo. Uma das variagcdes desse método
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envolve a utilizagdo de membranas carregadas negativamente, como na técnica
desenvolvida por Katayama e colaboradores (2002), que tem sido utilizada em varios
trabalhos (ROSE et al., 2006; PRADO et al., 2011; VIEIRA et al., 2012; ASSIS et al.,
2015).

Na concentragdo por floculagdo organica, a amostra é adicionada de um
eluente e submetida a agitacdo, para promover a liberacdo das particulas virais
adsorvidas na matéria organica. Os eluentes mais utilizados sao o extrato de carne
(pH 9,5) e a glicina, seguida de hidroxido de sodio (pH 9,5 a 11,5). Apés a eluicao, a
amostra é centrifugada para eliminar o excesso de matéria organica. O sobrenadante
€ adicionado de uma suspensao de flocos de leite em p6 desnatado (pH 3,5) capazes
de adsorver as particulas virais. Estes flocos sdo precipitados por centrifugacéo e, a
seguir, ressuspensos em tampao (WYN-JONES e SELLWOOD, 2001). Variacdes
desta técnica ja foram propostas para recuperacao de virus em agua do mar, agua
doce e esgoto bruto (CALGUA et al., 2008, 2013a,b). A concentracéo por floculacéo
dispensa o uso de membranas e ultracentrifuga, reduzindo o custo do processo, além
da execucdao ser facil e rapida.

Apés a etapa de concentracao, a analise virologica prossegue com a deteccéo
e identificacdo dos virus no concentrado. A selecdo do método de deteccao de virus
entéricos em amostras ambientais depende se 0 agente viral se replica ou ndo em
culturas celulares (WYN-JONES e SELLWOOD, 2001). A cultura consiste na
inoculacéo do concentrado em linhagens celulares especificas para cada tipo de virus
(FONG e LIPP, 2005; SILVA et al., 2011). A seguir, a replicacéo viral € avaliada,
observando-se a presenca de alteracdes celulares, também denominadas como ECP.
Apesar de permitir a determinacdo da infecciosidade e a realizacdo de ensaios
guantitativos, a metodologia em questao € cara, trabalhosa e requer um longo tempo
para ser executada (FONG e LIPP, 2005; FORMIGA-CRUZ et al., 2005). O cultivo de
HAdV pode ser realizado em diversas linhagens celulares, tais como BGMK, CaCo-2,
HelLa, HEp-2, A549 e HEK293, sendo observadas variacdes na eficiéncia da
replicacdo de acordo com o tipo viral (JIJANG, 2006). Com relacdo aos RVA, existe
uma grande dificuldade de adaptacao destes virus em linhagens celulares, no entanto,
seu cultivo ja foi descrito em células MA104 e CaCo-2, com adicao de tripsina ao meio
de cultivo (WARD et al., 1984; CUMINO et al., 1998).

O avanco das metodologias moleculares tem possibilitado o desenvolvimento

de estudos de monitoramento de virus em ambiente, tornando as andlises mais
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especificas, sensiveis e rapidas (BOSCH et al., 2008; GIRONES et al., 2010). Além
disso, tais técnicas permitem a deteccéo de virus fastidiosos; a determinacao da carga
viral e a caracterizacdo molecular dos virus detectados (GIRONES et al., 2010). A
maioria das técnicas moleculares aplicadas € baseada em protocolos de amplificacéo
dos &cidos nucleicos in vitro, com destaque para a rea¢do em cadeia da polimerase
guantitativa (QPCR), que é amplamente utilizada na virologia ambiental (GIRONES et
al., 2010). A gPCR pode utilizar corantes fluorescentes, tais como SYBR Green,
conhecido por intercalar entre as duas fitas de DNA para a detec¢cdo de um segmento
amplificado. Entretanto, as sondas fluorescentes, tais como TagMan (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), conferem maior especificidade, por serem
baseadas no uso de regides complementares para a quantificacdo do segmento do
genoma selecionado (GIRONES et al., 2010). Esses métodos s&o conhecidos por
apresentarem alta sensibilidade e especificidade para identificar e quantificar virus,
mesmo presentes em baixas concentracdes. Entretanto, a quantificacdo acurada de
copias de genoma virais presentes nas matrizes ambientais demanda o controle de
passos cruciais, tais como a eficiéncia dos procedimentos de concentracdo, extracao
dos acidos nucleicos virais e de amplificacdo do genoma viral.

Além dos controles positivos e negativos especificos nas reacdes de PCR,
outros controles sdo necessarios. Neste sentido, o uso de um controle interno nas
reacoes é uma alternativa adotada para monitorar a eficiéncia de todas as etapas de
deteccéo. Este controle deve apresentar caracteristicas fisico-quimicas similares aos
microrganismos alvos e, de preferéncia, ndo ser encontrado no ambiente avaliado. Os
melhores candidatos para esse proposito sdo os virus de RNA, tais como o0s
bacteri6fagos (BOSCH et al., 2008). Outra estratégia para evitar resultados falso
negativos é a diluicdo do acido nucleico antes da etapa de amplificacdo, para avaliar
a presenca de inibidores potenciais que podem afetar a eficiéncia da quantificacédo
(GIRONES et al., 2010).

A avaliacdo da eficiéncia dos métodos de deteccdo e quantificacdo é
necessaria para estabelecer estudos de monitoramento de virus a fim de determinar
a qualidade da agua, bem como de subprodutos gerados nas ETEs. Embora os
métodos de concentracdo de virus em &gua e esgoto bruto estejam bem
estabelecidos, os mesmos ainda ndo foram otimizados ou ndo apresentam eficiéncia
comprovada para processar amostras de lodo de esgoto, que contém numerosos

compostos capazes de inibir a reacdo de PCR (ROCK et al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento e a implantacdo de planos de saneamento basico vém
assumindo grande importancia na atualidade, frente a preocupacao crescente com a
escassez da agua e contaminacdo dos ambientes aquaticos. Apesar dos avangos, 0
cenario nacional ainda é preocupante e aponta para a necessidade de investimentos
na expansao do servico de esgotamento sanitario, tanto na etapa de coleta quanto no
tratamento.

Levando-se em conta a grande quantidade de particulas virais excretadas nas
fezes e a elevada infecciosidade dos RVA e dos HAdV, é importante monitorar a
presenca desses virus no efluente tratado e no lodo de esgoto. Estes subprodutos do
tratamento de esgoto merecem atencdo, uma vez que serdo devolvidos a natureza,
pelo despejo do efluente em corpos d’agua receptores e pela deposi¢cao de lodo em
aterros sanitarios, ambos podendo contribuir para a introducdo de patdogenos no
ambiente.

Os estudos de virologia ambiental tém sido impulsionados, considerando-se
dois aspectos ja reconhecidos: a resisténcia dos virus de disseminagcao entérica aos
processos de tratamento de esgoto e a auséncia de associagcao entre estes patdgenos
e os indicadores bacterianos, utilizados para monitorar a qualidade microbiolégica da
agua. No entanto, as informacgdes sobre o desempenho dos processos de tratamento
de esgoto na remocao de virus entéricos ainda sao muito limitadas no Brasil, restritas
apenas a pesquisas desenvolvidas no Rio de Janeiro, Sdo Paulo e em Floriandpolis.
A falta de informac&o sobre a presenca e a carga de patdgenos virais nos subprodutos
do tratamento de esgoto em Minas Gerais estimulou a realizacdo deste estudo de
monitoramento de HAdV e RVA na ETE Barbosa Lage, localizada em Juiz de Fora.

Um importante entrave no desenvolvimento de estudos de vigilancia ambiental
de virus deve-se ao fato da execucdo da maioria das técnicas de concentracdo ja
descritas exigir a utilizacdo de insumos e infraestrutura laboratorial de alto custo,
apesar de nem sempre garantir uma eficiéncia satisfatéria na recuperacao viral. Neste
contexto, deve-se destacar o método de floculacdo organica com leite desnatado, que
foi descrito pela primeira vez para a concentracdo de particulas virais presentes na

agua do mar. Os resultados satisfatorios obtidos com a utilizagdo deste método
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estimularam sua avaliacdo em outras matrizes aquaticas, como agua doce e esgoto
bruto, e até mesmo em frutas para avaliacdo de contaminacgdo viral em alimentos.
Esta técnica apresenta vantagens sobre outros meétodos, tais como filtracdo por
membrana e ultracentrifugacao, por ser facil e rdpida de ser realizada e requerer uma
infraestrutura de laboratério simples, eliminando equipamentos dispendiosos, além de
utilizar insumos de baixo custo. Assim, parte deste estudo buscou adaptar o protocolo
de floculagéo organica com leite desnatado para avaliar a recuperacao e a deteccéo
de virus entéricos presentes em amostras de lodo de esgoto e efluente tratado, que
apresentam caracteristicas muito diferentes.

Além de avaliar o impacto do esgoto como fonte de contaminacdo ambiental, é
importante considerar a riqgueza desta matriz em termos de biodiversidade, o que a
torna um alvo interessante para estudos de prospeccédo viral. Neste contexto, vale
ressaltar a presenca dos virus gigantes, ja descrita em amostras de efluente,
especialmente, considerando que 0os mesmos apresentam uma grande diversidade
genética, pouco explorada até o momento. Sabendo que o isolamento de virus
gigantes pode ser favorecido pela utilizacdo de técnicas de concentracéo, desde que
as mesmas dispensem etapas de filtracdo e centrifugacdo em alta velocidade, o
protocolo otimizado para efluente tratado foi testado quanto a sua aplicabilidade na
pesquisa desses virus.

Diante dos inUmeros desafios e limitacbes que se apresentam no campo da
virologia ambiental, a execucao deste trabalho pode contribuir de forma significativa
para disseminacdo de conhecimento sobre o impacto do tratamento de esgoto por
lodo ativado na carga de HAdV e RVA. Em adicao, a aplicacdo de um protocolo de
baixo custo e facil execucdo para concentracédo de virus em amostras lodo de esgoto
e efluente tratado pode impulsionar a monitorizacdo da carga viral dos subprodutos
gerados nas ETEs, permitindo avaliar possiveis riscos para a saude publica

associados ao retorno destes materiais para o ambiente.
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4 OBJETIVOS

4. 1 Objetivos gerais

Otimizar o protocolo de concentragao viral por floculagdo com leite desnatado
para amostras de lodo de esgoto e efluente tratado, visando monitorar a presenca de
HAdV e RVA em uma ETE, a fim de avaliar o impacto do tratamento por lodo ativado

sobre a carga viral e a adequacao do efluente tratado aos padrdes vigentes.

4.2 Objetivos especificos

e Otimizar e validar o protocolo de concentragéo viral por floculagcdo com leite
desnatado para recuperacao de HAdV e RVA em lodo de esgoto e em efluente tratado.

e Testar a aplicabilidade do protocolo otimizado para efluente tratado na
pesquisa de virus gigantes.

e Determinar a carga de HAdV e RVA em amostras de diferentes etapas do
tratamento de esgoto e caracterizar molecularmente as amostras positivas.

e Avaliar a influéncia da época de coleta (seca e umida) e do tipo de amostra
(simples e composta) na carga de HAdV e RVA.

e Verificar a infecciosidade das particulas de HAdV detectadas em amostras de
efluente tratado.

e Avaliar o impacto do tratamento de esgoto sobre os parametros fisico-quimicos
e microbiologico.

e Avaliar a ocorréncia de associacdo entre a detec¢do viral e os parametros
fisico-quimicos e microbiolégico em amostras de efluente tratado, considerando os
padrdes definidos na legislacao.

e Avaliar a ocorréncia de correlacdo entre a carga viral e os parametros fisico-

guimicos e microbiolégico em amostras obtidas nas diferentes etapas do tratamento.



5 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi dividido em trés etapas, conforme a estratégia experimental abaixo.
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Figura 7: Estratégia experimental utilizada neste trabalho. cDNA: DNA complementar; PCR: reagéo em cadeia da polimerase; P1, P2, P3 e P4: pontos de coleta.
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A ordem de descricdo das etapas ndo corresponde a ordem cronolégica de
execucao das mesmas (Figura 7). Isso significa que os dois estudos de otimizagéo
nao foram realizados sequencialmente, mas foram organizados deste modo para
garantir uma apresentacdo mais didatica. Para evitar repeticGes desnecessérias, 0s
procedimentos comuns (5.1 a 5.3) foram descritos antes do detalhamento de cada

uma das etapas (5.4 a 5.6).

5.1 Area de estudo

Este trabalho foi realizado na cidade de Juiz de Fora, situada na Zona da Mata
Mineira, com uma populagéo de, aproximadamente, 550 mil habitantes. Segundo a
classificacao de Képpen, predomina em Juiz de Fora o clima tropical de altitude (Cwa),
caracterizado por duas épocas bem definidas. A seca (maio a setembro) apresenta
temperaturas mais baixas e menores indices pluviométricos e a umida (outubro a abril)
apresenta temperaturas mais elevadas e maiores precipitacdes pluviométricas (UFJF,
2016). Este estudo foi realizado na ETE Barbosa Lage, localizada as margens do Rio
Paraibuna, proximo a confluéncia do Ribeirdo das Rosas, no bairro Barbosa Lage, na
zona norte de Juiz de Fora (MINAS GERAIS, 2014). Até o momento, esta € a Unica
ETE em operacdo na cidade e recebe o esgoto produzido por cerca de 60 mil
habitantes.

Nesta ETE é utilizado o processo de tratamento secundario por lodo ativado,
com aeracao prolongada (Figura 8). Inicialmente, o esgoto bruto é encaminhado a
ETE, onde recebe o tratamento preliminar para separacdo de materiais, como
termoplasticos, celulose, madeira e metais, que ficam retidos em grades. Na
sequéncia, o material inorganico, constituido basicamente de areia, é removido no
desarenador e junto com os residuos citados anteriormente sdo encaminhados ao
aterro sanitario (MINAS GERAIS, 2014).

Apés o tratamento preliminar, todo o esgoto € direcionado ao tanque de
equalizacdo, que tem o objetivo de acumular e homogeneizar o esgoto que chega na
estacdo de forma intermitente, garantindo assim o funcionamento continuo das etapas
seguintes do processo de tratamento (JUIZ DE FORA, 2013; MINAS GERAIS, 2014).
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Figura 8: Representagéo esquematica do processo de tratamento secundario por lodo ativado utilizado
na Estacdo de Tratamento de Esgoto Barbosa Lage. Adaptada de JUIZ DE FORA, 2013.

Na sequéncia, o esgoto € bombeado para o tanque de aeracdo, também
conhecido como tanque reator ou reator biolégico. Neste tanque, o efluente é
misturado a uma massa de microrganismo (lodo) e o ar € insuflado por um sistema de
aeracao difuso, garantindo que todo o material receba oxigénio. Esta etapa
corresponde ao tratamento secundario, na qual a matéria organica € decomposta por
microrganismos na presenca de oxigénio (JUIZ DE FORA, 2013; MINAS GERAIS,
2014).

A seguir, o efluente € bombeado para o tanque de decantacao, que apresenta
formato cilindrico-conico, caracteristica que facilita a sedimentacdo dos flocos
formados na etapa anterior (MINAS GERAIS, 2014). ApGs o tempo de retencao
adequado, o sobrenadante do tanque de decantacdo passa a corresponder ao
efluente tratado (JUIZ DE FORA, 2013). Este efluente podera ser lancado ao Rio
Paraibuna, desde que néo altere as caracteristicas de qualidade deste corpo receptor,
enquadrado como agua doce de classe 2 pela Portaria do Ministério Interior n°
86/1981, no trecho que vai da barragem de Chapéu D'uvas até sua foz no Rio Paraiba
do Sul (MINTER, 1981). Além disso, o lancamento de efluentes oriundos de sistemas
de tratamento de esgotos sanitarios em corpos d’agua esta atrelado ao cumprimento

de condicdes, padrbes e exigéncias dispostas pelas legislactes federal (Resolucéo
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Conama n° 430/2011) e estadual (Deliberacdo Normativa Conjunta Copam/CERH n°
01/2008) em vigéncia.

O material que se acumula no fundo do tanque de decantacédo constitui o lodo
de esgoto, que é removido por bombas. Parte deste lodo retorna ao tanque de
aeracao, para funcionar como in6culo de microrganismos, sendo denominado lodo
ativado. O lodo excedente é direcionado ao tanque digestor aerébio, equipado com
um aerador de superficie (MINAS GERAIS, 2014). Este tanque funciona como um
deposito, pois no sistema de lodo ativado com aeracdo prolongada a estabilizacdo
ocorre no tanque de aeracao, devido ao seu prolongado periodo de retencéo (18 a 30
dias). Antes de ser direcionado ao sistema de desidratacdo, o lodo excedente passa
por uma etapa de condicionamento com adicdo de polimero para retirada de liquido.
A seguir, o processo de desidratacdo € realizado por centrifugacdo, gerando dois
produtos. O liquido resultante deste processo é reencaminhado ao tanque de
equalizacdo, retornando ao sistema de tratamento, enquanto a torta ou lodo
desidratado é destinado ao aterro sanitario (JUIZ DE FORA, 2013; MINAS GERAIS,
2014).

5.2 Coletas

As amostras de esgoto foram coletadas em quatro pontos distintos da ETE
(Figura 9), representativos de diferentes etapas do processo de tratamento, apos
autorizacdo da Companhia Municipal de Saneamento de Juiz de Fora (Cesama)
(ANEXO A).

Corpo receptor

Tanque de Tanque de i
Grades Desarenador equalizagdo  Tanque de aeragdo  decantagido \ \\\\\
| vy ié;
A/ P 7%
fase solida Juseisolida : \\
. A\

i
1
i
1
i
|
i
: +
_________________ 2
AN

Sistema de recirculagdo do lodo 4 fase solida

Figura 9: Representagdo esquematica dos pontos de coleta na Estacdo de Tratamento de Esgoto
Barbosa Lage. Adaptada de VON SPERLING, 2014.
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O ponto 1 (P1) esta localizado na entrada da ETE, ap0s as grades que retém
grandes objetos, onde foi coletado o esgoto bruto. O ponto 2 (P2) corresponde ao
tanque de equalizacdo, onde foi obtido 0 esgoto primario, apds a passagem pela caixa
de areia e homogeneizacdo. O ponto 3 (P3) esta localizado entre o tanque de
sedimentacao e o tanque de aeragéo no sistema de recirculacdo, no qual foi coletado
o lodo de esgoto ativado. O ponto 4 (P4) corresponde a canaleta de escoamento do
tanque de sedimentacéo, onde foi coletado o efluente tratado.

Todas as amostras (250 mL) foram acondicionadas em frasco de polietileno
estéril e encaminhadas, sob refrigeracdo, ao laboratério de Virologia, onde foram

armazenadas a - 20°C até o processamento.

5.3 Procedimentos para a pesquisa de adenovirus e rotavirus comuns as trés

etapas do estudo

5.3.1 Concentracéo viral

Para concentracdo das diferentes amostras de esgoto foram utilizadas a
metodologia original de concentracdo viral por floculacdo com leite desnatado
(CALGUA et al.,, 2013a) e duas alteracoes deste protocolo, otimizadas para
recuperacdo de HAdV e RVA em amostras de lodo de esgoto e de efluente tratado
(Figura 10).

No protocolo original, inicialmente, a amostra de esgoto (50mL) foi diluida em
100 mL de um tampéao alcalino de glicina (0,25 N / pH 9,5 / proporcdo 1:2), com
objetivo de eluir as particulas virais adsorvidas a matéria organica. A seguir, a
suspensao foi submetida a agitacdo por 30 minutos em gelo, seguida de centrifugacéo
a 8000 x g por 30 minutos a 4°C (Centrifuga Sorvall RC 5B Plus, DuPont, EUA; Rotor
Sorvall GSA, r=155mm).

O precipitado foi descartado e o sobrenadante (150 mL) transferido para um
novo frasco. O pH do sobrenadante foi ajustado para 3,5 e adicionado da suspensao
floculada de leite desnatado (Difco, EUA), preparada imediatamente antes da sua

utilizacéo, para obtencdo de uma concentracgéo final de 0,01% (v/v). Para obtencéo
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correta da suspenséo floculada de leite, a agua do mar artificial (Sigma, EUA) deve
ser preparada com 24 horas de antecedéncia. Esta etapa € importante, uma vez que
o pH &cido e os cétions presentes na 4gua do mar atuam sobre as patrticulas virais,
carregando-as positivamente, o que favorece a adsor¢cdo das mesmas aos flocos de
leite, na etapa seguinte.

Na sequéncia, a amostra foi agitada durante oito horas a temperatura ambiente
para adsorcdo das particulas virais. Em seguida, os flocos de leite foram
sedimentados por centrifugacdo (8000 x g durante 30 minutos a 4°C) e 0
sobrenadante, cuidadosamente, removido e descartado. O sedimento foi dissolvido
em 1 mL de tampéo fosfato 0,2 M com pH neutro (7,5), favorecendo a liberacéo das

particulas virais na solucao. Este concentrado foi aliquotado e armazenado a - 80°C.

PROTOCOLO ORIGINAL (CALGUA et al., 2013a): ALTERAGOES PROPOSTAS PARA: ALTERAGOES PROPOSTAS PARA:
ESGOTO BRUTO (50 mL) LODO DE ESGOTO (15 mL) EFLUENTE TRATADO (50 mL)
TAMPAO GLICINAC.25 N / pH 9,5 (1:2 viv) TAMPAO GLICINAD,25 N / pH 9,5 (1:9 v/v) TAMPAO GLICINAO,25 N / pH 8,5 (1:2 viv)
AGITAGAO (30 min. em gelo) AGITACAO (30 min. OU 60 min. em gelo) AGITAGAQ (30 min. em gelo)
CENTRIFUGAGAQ (8 mil x g/ 30 min. / 4°C) CENTRIFUGAGAQ (8 mil x g / 30 min. / 4°C) CENTR'FU%EC&SR‘H ?43%0 min. / 4°C)
SOBRENADANTE (=150 mL): [ SOBRENADANTE (=150 mL); ' SOBRENADANTE (=150 mL):
* AJUSTE pH 35 ) » AJUSTE pH 35 ) < AJUSTE pH35
+ ADICAO DE SUSPENSAO DE LEITE - ADICAO DE SUSPENSAO DE LEITE - ADIGAO SUSPENSAO DE LEITE
| FLOCULADA 0,01% | FLOCULADA0,01% OU 0,02% || FLOCULADA 0,01% OU 0,02%
AGITAGAO (8h / temperatura ambiente) AGITAGAO (8h / temperatura ambiente) AGITAGAO (8h / temperatura ambiente)
CENTRIFUGACAO (8 mil x g / 30 min. / 4°C) CENTRIFUGACAO (8 mil x g / 30 min. / 4°C) CENTRIFUGACAO (8 mil x g / 30 min. / 4°C)
PRECIPITADO: PRECIPITADO: 1 PRECIPITADO:
+ ELUICAO EM TAMPAO FOSFATO 0,2M /pH7.5| |+ ELUIGAQ EM TAMPAO FOSFATO 0,2M/pH7,5 |+ ELUICAO EM TAMPAO FOSFATO 0,2M / pH7.5
CONCENTRADO (1 mL) CONCENTRADO (1 mL) CONCENTRADO (1 mL)

Figura 10: Fluxograma comparativd dos protocolos de concentracao viral utilizados neste estudo.
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5.3.1.1 Controles

O PP7 é um bacteriéfago de Pseudomonas aeruginosa, que foi utilizado como
controle interno para monitorar a execu¢do das técnicas de concentragdo, extracao,
sintese de DNA complementar (cDNA) e qPCR. Este controle foi empregado tanto nos
experimentos de otimizacdo da técnica para lodo de esgoto e efluente tratado, como
nos experimentos de monitoramento. A escolha deste bacteriéfago deve-se ao fato de
nao ser detectado no ambiente e apresentar tamanho e propriedades fisico-quimicas
similares a alguns virus entéricos (RAJAL et al., 2007a,b). Todas as amostras foram
inoculadas com PP7 antes da etapa de concentracdo e a carga viral foi determinada
em cada fase do estudo.

5.3.2 Extracgéo do acido nucleico viral

Todos os concentrados obtidos na etapa anterior, bem como todos os inéculos
(controles positivos de HAdV, RVA e PP7) utlizados nos experimentos foram
submetidos a extracdo do &cido nucleico viral (DNA/RNA), utilizando os kits
comerciais QIAamp® MinElute Spin Virus (Qiagen, EUA) ou High Pure Viral Nucleic
Acid (Roche, Alemanha), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

O sobrenadante final (60 uL), obtido de todos os concentrados e indculos
extraidos, foi quantificado em espectrofotometro (NanoDrop®, Thermo Scientific,
EUA), submetido a diluicGes seriadas de base 10 (10! e 10?), separado em aliquotas
(3 x 20 pL) e estocado a - 80°C.

5.3.3 Obtencédo de DNA complementar (CDNA)

Para a pesquisa de RVA e PP7, cujos genomas sdo constituidos de RNA, a
sintese do cDNA foi realizada utilizando-se iniciadores aleatérios (Invitrogen®, EUA).

Em microtubos de 0,2 mL, 5 yL de RNA extraido foram adicionados a 1 pL de dimetil
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sulfoxido e, posteriormente, incubados a 97°C por 7 minutos para desnaturacao,
seguida de resfriamento em banho de gelo por 2 minutos. Na sequéncia, 0S
microtubos foram adicionados de 19 pyL da mistura de reagentes (Quadro 6) e
submetidos a seguinte condicdo: 25°C por 5 minutos, 50°C por 1 hora e 70°C por 20
minutos. Ao final, todos os cDNAs foram aliquotados (2 x 12,5 pL) e armazenados a -
20°C, até o momento da andlise por qPCR.

O cDNA foi preparado usando RNA néo diluido e dilui¢des seriadas de base 10
(101 e 10?) para avaliar a presenca de inibidores nas amostras de esgoto. Controles
positivo (indéculos de RVA e PP7), negativo (amostra negativa) e branco (agua livre de
DNAse e RNAse) foram utilizados para verificar a ocorréncia da transcricao reversa e
garantir a auséncia de contaminacdo. Esta etapa é dispensavel para a pesquisa de
HAdV, por se tratar de um virus de genoma de DNA.

Quadro 6: Reagentes utilizados na reacéo da transcricéo reversa para a sintese de DNA complementar
a partir do RNA total extraido.

Reagentes Volume (pL)
Agua livre de DNAse/RNAse * 10,5
Tampao de PCR sem MgCl» [10X] *! 2,5
dNTP [2,5mM] *2 2,0
MgCl2 [50mM] ** 0,7
RT Superscript 1l [200U/pL] ** 0,5
Iniciador aleatério [25U]*! 2,0
Ditiotreitol [LOOmMM] *! 0,5
RNAse out [40U/uL] * 0,3
Total 19,0
* Life Technologies®, EUA; *! Invitrogen®, EUA; *2 Promega®,

EUA.

5.3.4 Determinacéo da carga viral

5.3.4.1 Construcdo das curvas padrdo de adenovirus, rotavirus e PP7

Curvas padréo foram preparadas para cada virus pesquisado, a fim de realizar
a quantificacdo absoluta por gPCR. Os plasmideos recombinantes contendo insertos

de genoma de HAdV, RVA e PP7 foram gentilmente cedidos pela Dr2 Marize Pereira
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Miagostovich do Laboratério de Virologia Ambiental e Comparada da Fundacgéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Rio de Janeiro. As suspensdes de plasmideos foram
homogeneizadas em vortex e quantificadas em triplicata no espectrofotometro
(NanoDrop®, Thermo Scientific, EUA). A concentracdo média de DNA, obtida em
nanogramas por microlitro (ng/uL), foi aplicada na férmula descrita a seguir, para

obtencédo do resultado em namero de cépias por microlitro (n° copias/pL):

Concentracédo de DNA em ng/uL x 6.022 x 1023

Ne copias/ pL = _ :
n° de pares de base do plasmideo recombinante x 1x10° x 650

Onde:

e 6.022 x 102 = Namero de Avogadro;

e 1x10°= Fator de conversdo de gramas para nanogramas;

e 650 = Massa molecular aproximada de um par de bases (A-T ou G-C) em

Daltons.

Para a construcdo da curva padrdo de HAdV foram utilizadas oito diluicdes
seriadas de base 10 do plasmideo recombinante, contendo o genoma deste virus.
Considerando o volume de plasmideo aplicado por reacéo (2,5 pL) e o fator de diluicdo
(7,84), a curva construida para HAdV variou de 1,96 x 10°a 1,96 x 10’ copias/ pL.

Foram preparadas 10 diluicbes seriadas de base 10 dos plasmideos
recombinantes, contendo o genoma de RVA e PP7. Do mesmo modo, considerando
0 volume de plasmideo aplicado por reacao (3 pL para ambos) e o fator de diluicédo
em cada caso (1,84 para RVA e 9,43 para PP7), a curva construida para RVA variou
de 5,53 x 10%°a 5,53 x 10° cépias/ pL, enquanto a curva de PP7 variou de 2,83 x 10%a
2,83 x 10° copias/ L.

No total, foram preparadas 32 curvas completas (com 1 tubo de cada ponto)
para cada virus, que foram estocadas em embalagens individuais a - 80°C, de forma
a garantir que nao ocorressem alteracdes no padrdo de quantificacdo, ao longo de

toda a pesquisa.
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5.3.4.2 Quantificacéo viral

Todos os concentrados e in6culos obtidos foram submetidos & gPCR para
determinacao das cargas de HAdV, RVA e PP7, seguindo as técnicas descritas por
Heim e colaboradores (2003), Zeng e colaboradores (2008) e Rajal e colaboradores
(2007a), respectivamente. Os iniciadores e as sondas utilizadas nos protocolos
citados acima podem ser observados no quadro 7.

Quadro 7: Iniciadores e sondas utilizados no PCR quantitativo para determinagdo da carga de
adenovirus humano, rotavirus do grupo A e bacteriéfago PP7.

Virus Regido do Iniciador e Sequéncia (5" a 3')"
genoma sonda

Adenovirus | Gene do AQ1 (+) GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT
humano hexon AQ2 (-) GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC

AP (S) FAM-TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA-

TAMRA

Rotavirus do | Gene NSP3 | NSP3 (+) ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG
grupo A NSP3 (-) GGTCACATAACGCCCCTATAGC

NSP3 (S) VIC-AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA-MGB
Bacteriéfago | Gene da 247 (+) GTTATGAACCAATGTGGCCGTTAT
PP7 Replicase 320 (-) CGGGATGCCTCTGAAAAAAG

274 (S) FAM-TCGGTGGTCAACGAGGAACTGGAAC-TAMRA

* Codigo de nucleotideos IUB: W=A/T, R=A/G; AQ1: Adenoquant 1; AQ2: Adenoquant 2; AP: Adenoprobe; NSP3:

Proteina ndo estrutural 3. (+): Iniciador senso; (-): Iniciador anti-senso; (S): Sonda; FAM e VIC: fluoréforos; MGB
(Minor Groove Binder) e TAMRA (Tetrametil rodamina): Blogqueadores de fluoréforos.

As gPCR e as condi¢ces de amplificacéo utilizadas para determinacao da carga
de HAdV, RVA e PP7 podem ser observados, respectivamente, nos quadros 8, 9 e
10. Todas as reacbBes foram realizadas utilizando o sistema TagMan (Applied
Biosystems, EUA). Na primeira etapa deste estudo (item 5.4), as qPCR foram
realizadas na plataforma ABI 7500 (Applied Biosystems, EUA) do Laboratério de
Virologia Ambiental e Comparada da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Rio de
Janeiro. Nas demais etapas (itens 5.5 e 5.6), as reacdes foram realizadas no StepOne
Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA) do Laboratério de uso

comum da Pd6s-Graduacédo de Ciéncias Bioldgicas.
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Quadro 8: Reacdo de PCR quantitativo e condi¢cdes de amplificaco utilizadas para determinacdo da
carga de adenovirus humano.

Reagentes Volume
g (pL) Condicdes de amplificacdo
Agua livre de DNAse/RNAse * 2,25
;\rﬂ?)?ll/lan Universal PCR Master 6,25 Etapa Temperatura | Tempo
Iniciador AQ1 [12,5uM] *? 0,50 Ativacdo UNG 50°C 2 min.
- Ativacdo Taq .
*2 )
Iniciador AQ2 [12,5uM] 0,50 Polimerase 95°C 10 min.
Sonda AP FAM-TAMRA [10uM] *! 0,50 Desnaturacao 95°C 3 seg.
DNA 2,50 A5 Hibridizago 55°C 10
ciclos seg.
Total 12,50 Extensdo 65°C 1 min.

* Life Technologies®, EUA; *! Applied Biosystems, EUA; *?> Eurofins MWG Operon®, Alemanha.

Quadro 9: Reacado de PCR quantitativo e condi¢cdes de amplificacdo utilizadas para determinacao da
carga de rotavirus do grupo A.

Reagentes Volume
(uL) o e

- - Condicbes de amplificacéo
Agua livre de 200
DNAse/RNAse* '
TagMan Universal PCR
Master Mix ** 6,25 Etapa Temperatura | Tempo
Iniciador NSP3F [10uM] *2 0,50 Ativacdo UNG 50°C 2 min.
Iniciador NSP3R [10uM] *2 0,50 Ativacdo Taq Polimerase 95°C 10 min.
[81%11]('1\?]1\118% VIC-MGB 0,25 Desnaturacéo 95°C 15 seg.
cDNA 300 | A0ciclos M dizacao / s0°C L
Total 12,50 Extenséo :

* Life Technologies®, EUA; *1 Applied Biosystems, EUA; *2 Eurofins MWG Operon®, Alemanha.

Quadro 10: Reac¢édo de PCR quantitativo e condi¢cdes de amplificacdo utilizadas para determinacdo da
carga do bacteriéfago PP7.

Volume

Reagentes (uL)
. - CondicOes de amplificagédo
Agua livre de 175
DNAse/RNAse * '
TagMan Universal PCR
Master Mix ** 6,25 Etapa Temperatura | Tempo
Iniciador 247F [10uM] *2 0,625 | Ativacdo UNG 50°C 2 min.
Iniciador 320R [10uM] *? 0,625 | Ativagdo Taq Polimerase 95°C 10 min.
[81%1(?\;1],?174 FAM-TAMRA 0,25 Desnaturag&o 95°C 15 seg.
cDNA 300 | A0cicos M dizacao / s0°C L
Total 12,50 Extensédo '

* Life Technologies®, EUA; *1 Applied Biosystems, EUA; *2 Eurofins MWG Operon®, Alemanha.
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Suspensodes ndo diluidas e as diluicGes seriadas de base 10 (10! e 10?) de
DNA e cDNA foram analisadas em duplicata (seis reagcdes/amostra) para verificar a
possivel presenca de inibidores da gPCR. Em todas as corridas, a curva padrao foi
obtida utilizando-se no minimo seis dilui¢des do plasmideo, cada uma delas aplicadas
em triplicata. Controles positivo, negativo e branco foram incluidos em cada corrida.

5.3.4.3 Determinacao da eficiéncia do método de concentracao viral

A eficiéncia do método de concentracédo foi determinada tanto nos estudos de
otimizacdo do protocolo para lodo de esgoto e efluente tratado, quanto no estudo de
monitoramento de HAdV e RVA. Para tanto, antes da concentracdo, amostras
representativas de todas as condi¢cdes testadas e dos pontos avaliados foram
inoculadas com suspensdes contendo uma quantidade conhecida de HAdV, RVA e
PP7. A seguir, os concentrados obtidos foram submetidos as técnicas de extracao,
sintese de cDNA (apenas para virus de RNA) e gPCR.

Os resultados de gPCR séo reportados em coOpias por reacdo, logo, foi
necessario utilizar a formula matematica abaixo, para converter o resultado no niimero

exato de copias detectadas nos indculos e nos concentrados (inoculados ou néo):

N total copias = (N coépias/reacédo X [VchNA/ VcDNA]) X (Vf acido nucleico/ Vécido nucleico) X (V total / Vext)

Onde:

* V tota= VOlume total da amostra (500uL para o calculo do numero de copias
do genoma no inéculo e 1000 pL para o calculo do niamero de cépias do genoma no
concentrado)

* V ex= volume de amostra submetido a extracdo de DNA/RNA (200puL)

*  Vf 4cido nucleico = volume final de DNA/RNA extraido (60uL)

* V 4cido nucleico = Volume de RNA aplicado na reacdo de cDNA (5uL para RVA
e PP7) ou volume de DNA aplicado na reacéo de qPCR (2,5uL para HAdV)

* Vfeona= volume final da reagéo de cDNA para RVA e PP7 (25uL)

* Vcona= volume de cDNA aplicado na reagéo de gPCR para RVA e PP7 (3uL)

* N copiasireacao= NUMero de copias por reagdo obtido pelo gPCR (valor bruto)



65

* N total copias = NUMero total de cdpias detectadas

A seguir, o numero total de cépias encontrado para HAdV e RVA nos
concentrados inoculados foi subtraido do valor obtido nos concentrados néo
inoculados (controle negativo), com intuito de descontar a contaminacao viral pré-
existente. Como PP7 ndo € encontrado naturalmente nas amostras ambientais, esta
etapa ndo foi realizada para o bacteri6fago. Na sequéncia, o percentual de
recuperacédo que avalia a eficiéncia do método de concentracao viral foi calculado para
HAdV, RVA e PP7, a partir do nimero total de copias do genoma detectadas no

in6culo e no concentrado inoculado, utilizando-se a formula abaixo:

% Recuperagao: N cspias concentrado inoculado X 100 / N cépias do inéeulo

Onde:
* N copias concentrado inoculado = NUmero total de copias do genoma recuperadas

* N copias doinsculo = NUMero total de copias do genoma inoculadas

* % Recuperacédo = percentual de recuperacdo do método

5.4 Otimizacao do protocolo de concentracao viral para lodo de esgoto

5.4.1 Avaliacao da eficiéncia das alteracdes propostas

Neste estudo (primeira etapa) foram propostas quatro alteracdes na técnica de
concentragdo viral por floculacdo com leite desnatado (CALGUA et al., 2013a),
originalmente descrita para amostras de esgoto bruto, visando otimizar um protocolo
de baixo custo para recuperacao de HAdV e RVA em amostras de lodo de esgoto.

Para tanto, 240 mL de lodo de esgoto ativado, obtidos no ponto 3 da ETE
Barbosa Lage, foram divididos em quatro aliquotas de 60 mL para testar as alteracdes
no protocolo de concentracdo, denominadas condi¢cfes A, B, C e D. Em cada condicao

testada, trés aliquotas (15 mL cada) de lodo de esgoto foram inoculadas com
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suspensdes, contendo HAdV (10% copias de genoma/500uL), RVA (102 copias de
genoma/500pL) e PP7 (10%° cépias de genoma/500pL). Paralelamente, uma aliquota
n&o inoculada (15 mL) foi utilizada como controle negativo (Figura 11).

Condigio A — 3 aliquotas inoculadas HAdV/RVA/PP7
(60mL) ]
L 1 aliguota néo inoculada
Condicio B — 3 aliquotas inoculadas HAdV/RVA/PP7
(60mL)
— 1 aliquota nio inoculada
Lodo de esgoto
(240mL) [ | - :
Condigdo C — 3 aliquotas inoculadas HAdV/RVA/PP7
(60mL) N - —
e 1 aliquota nao inoculada
Condigio D — 3 aliquotas inoculadas HAJV/RVA/PP7
(60mL) ]
— 1 aliquota nao inoculada

Figura 11: Fluxograma das etapas do estudo de otimizac&do do protocolo de concentragdo viral para
lodo de esgoto. HAdV: adenovirus humano; RVA: Rotavirus do grupo A; PP7: bacteriéfago PP7.

Nas quatro condicdes testadas, 15 mL de amostra de lodo de esgoto foram
diluidos em 135 mL de tampéo de glicina 0,25 N, pH 9,5 (1:9, v/v). Foram propostas
alteracdes no tempo de agitacdo em tampao glicina e na concentracao final de leite
desnatado, para cada condicdo testada (Quadro 11).

Os in6culos de HAdV (controle positivo) e PP7 (controle interno) e os
concentrados de lodo de esgoto foram armazenados a -80°C até serem processados,
como descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4, para determinar a carga viral e estimar a

eficiéncia do método de concentragao

Quadro 11: Condic¢des testadas no estudo de otimizagdo do protocolo de concentracgéo viral para lodo
de esgoto.

Condicdo | Tempo de agitagdo 2 | Concentracio final de leite desnatado °
A 30 minutos 0,01 % (p/v)
B 60 minutos 0,01 % (p/v)
C 30 minutos 0,02 % (p/v)
D 60 minutos 0,02 % (p/v)

a Agitacdo em tampdao glicina 0.25 N, pH 9.5 (1:9, v/v). P Suspensdo pré-floculada de
leite desnatado (1%, p/v).
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5.4.2 Validacéo do protocolo otimizado para lodo de esgoto

A validacao do protocolo de concentragao viral otimizado para recuperacao de
HAdV e RVA foi realizada com amostras de lodo ativado, adensado e digerido, com
objetivo de avaliar seu desempenho em diferentes populagdes e tipos de lodo. Para
este proposito, foram utilizadas oito amostras de lodo de esgoto ativado obtidas no
ponto 3 da ETE Barbosa Lage e duas amostras de trés diferentes tipos de lodo
(ativado, adensado e digerido) coletadas em uma ETE do Rio de Janeiro, pela equipe
do Laboratorio de Virologia Ambiental e Comparada (Fiocruz, RJ). Todas as amostras
foram inoculadas com PP7 (10%° cépias de genoma/500pL) e submetidas a técnica de
concentragéo. A carga de HAdV e a taxa de recuperacao de PP7 foram determinadas

apos o processamento dos concentrados virais, como descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4.

5.5 Otimizacao do protocolo de concentracao viral para efluente tratado

5.5.1 Avaliacéo da eficiéncia das alteracdes propostas

Neste estudo (segunda etapa) também foram propostas quatro alteracées na
técnica de concentracao viral descrita por Calgua e colaboradores (2013a), visando
otimizar este protocolo de baixo custo, para recuperagédo de HAdV e RVA em amostras
de efluente tratado.

Para tanto, 800 mL de efluente tratado, obtidos no ponto 4 da ETE Barbosa
Lage, foram divididos em quatro aliquotas de 200 mL para testar as alteracfes
denominadas condi¢cbes A’, B’, C’ e D’. Em cada condicéo testada, trés aliquotas (50
mL) de efluente tratado foram inoculadas com suspensées, contendo HAdV (10°
copias de genoma/500pL), RVA (10° copias de genoma/500uL) e PP7 (107 cépias de
genoma/500puL). Paralelamente, uma aliquota ndo inoculada (50 mL) foi utilizada

como controle negativo (Figura 12).
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Condig3o A — 3 aliquotas inoculadas HAdV/RVA/PPT
(200mL) N
— 1 aligquota ndo inoculada
Condicdo B’ — 3 aliquotas inoculadas HAdV/RVA/PP7
(00mL) | |
Efluente tratado S 1 aliquota nao inoculada
(800mL) . -
Condig&o C 7— 3 aliquotas inoculadas HAdV/RVA/PP7
(200mL) ; .
L 1 aliquota nao inoculada
Condigio D' — 3 aliquotas inoculadas HAdV/RVA/PP7
(200mL) -
— 1 aliquota n&o inoculada

Figura 12: Fluxograma das etapas do estudo de otimizag&do do protocolo de concentragéo viral para
efluente tratado. HAdV: adenovirus humano; RVA: rotavirus do grupo A; PP7: bacteri6fago PP7.

Para cada condicédo foram testadas modificacdes na primeira centrifugacao e
na concentracao final de leite (Quadro 12). Os inoculos de HAdV, RVA (controles
positivos) e PP7 (controle interno) e os concentrados de efluente tratado foram
armazenados a -80°C até serem processados, como descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4,

para determinar a carga viral e estimar a eficiéncia do método de concentracao.

Quadro 12: Condicdes testadas no estudo de otimizacdo do protocolo de concentragdo viral para
efluente tratado.

CondicGes | 12 centrifugacéo Concentracéo final de leite desnatado?
A 8000 x g por 30 minutos a 4°C 0,01 % (p/v)
B’ N&o realizada 0,01 % (p/v)
C 8000 x g por 30 minutos a 4°C 0,02 % (p/v)
D’ N&o realizada 0,02 % (p/v)

aSuspensao pré-floculada de leite desnatado (1%, p/v).

5.5.2 Validacéo do protocolo otimizado para efluente tratado

A validacdo do protocolo de concentracdo otimizado para recuperacdo de
HAdV e RVA foi realizada com 24 amostras de efluente tratado, coletadas

guinzenalmente no ponto 4 da ETE Barbosa Lage, no periodo de janeiro a dezembro
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de 2015. Todas as amostras foram inoculadas com PP7 (10’ coépias de
genoma/500pL) e submetidas a técnica de concentracdo. A carga de HAdV e RVA e
a taxa de recuperacdo de PP7 foram determinadas apdés o processamento dos
concentrados virais, como descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4.

5.5.3 Pesquisa de virus gigantes em amostra de efluente tratado

Todos os experimentos necessarios para a pesquisa de virus gigantes foram
realizados no Laboratério de Virus da Universidade Federal de Minas Gerais.

5.5.3.1 Procedimentos de cultura celular

Amebas da espécie Acanthamoeba polyphaga (cepa AP2T4) foram utilizadas
como suporte para o isolamento dos virus gigantes. O cultivo foi realizado em frascos
de 125 cm?, com 25 mL de meio de peptona, extrato de levedura e glicose (PYG), que
foram mantidos a 30°C. Apo6s 24 horas de crescimento, as células foram coletadas e
centrifugadas a 1.000 x g por 10 minutos (Centrifuge 5430 R, Eppendorf, EUA; Rotor
FA-45-48-11, r=95mm). O sobrenadante foi removido e as amebas foram
homogeneizadas com 30 mL de PBS. Esse procedimento foi repetido por duas vezes.

Apés a ultima etapa de centrifugacéo, o sedimento foi suspenso em 30 mL de
PBS para a contagem das amebas, utilizando a camara de Neubauer. Posteriormente,
a suspensédo de amebas foi tratada com uma mistura de antibiéticos, com as seguintes
concentragfes de uso: penicilina 200 U/mL (Sigma-Aldrich, EUA), gentamicina 50
mg/mL (Thermo Fisher Scientific, EUA), anfotericina B 2,5 mg/mL (Bristol-Myers-
Squibb, EUA), ciprofloxacino 4 pg/mL (Cellofarm, Brasil), vancomicina 4 ug/mL
(Sigma-Aldrich, EUA) e doxiciclina 20 ug/mL (Sigma-Aldrich, EUA) (DORNAS, 2016).
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5.5.3.2 Isolamento de virus gigantes

Para o isolamento viral foi utilizado o método de inoculacdo direta (DORNAS et
al., 2015). Inicialmente, 100 pL de suspensao de amebas (4,0 x 103 amebas/poc¢o)
foram adicionados em cada poco da placa de 96 pocos. A placa foi mantida a 30°C
até obtencdo de uma monocamada de amebas, com cerca de 90% de confluéncia.

O concentrado de efluente tratado obtido pelo protocolo otimizado foi
centrifugado a 8.000 x g por 30 minutos (Centrifuge 5430 R, Eppendorf, EUA; Rotor
FA-45-48-11, r=95mm) e o sedimento suspenso em 750 pL de tampao salina fosfato
(PBS) 1X, para evitar possiveis efeitos toxicos nas amebas. A seguir, 100 pL deste
concentrado viral foram inoculados em cada poco. A placa foi incubada a 30°C por um
periodo de seis dias. No controle negativo foi utilizada adicdo de PBS sobre a
monocamada de amebas.

Durante o periodo de cultivo, todos os pocos foram visualizados diariamente
em microscopio optico para verificar a ocorréncia de ECP. Em caso de auséncia de
ECP, foram realizadas mais duas passagens com intervalo de sete dias, utilizando-se
a amostra recém-cultivada juntamente com meio PYG e antibidticos.

Os pocos que apresentaram ECP foram analisados como possiveis novos
isolados de virus gigantes. Neste caso, 100 uL do conteudo destes pogos foram
coletados e inoculados em uma garrafa de cultivo de 25 cm?, contendo 5 mL de
suspensdo de amebas (3,0 x 10%mL). A garrafa foi mantida a 30°C por até seis dias,
sendo observada diariamente em microscopio optico, para confirmacdo da presenca
de ECP. Apés a visualizacdo de ECP, o material contido na garrafa foi aliquotado e
armazenado a -20°C. Uma aliquota de 200 uL foi aquecida a 75°C por uma hora para
romper o capsideo viral. A seguir, essa aliquota foi submetida a extracdo de acidos
nucleicos, utilizando-se o kit comercial High Pure Viral Nucleic Acid (Roche,

Alemanha).
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5.3.3.3 Deteccéo de virus gigantes

A presenca de virus gigantes foi investigada por PCR em tempo real qualitativo,
utilizando diferentes alvos (Quadro 13). Todos os ensaios foram realizados usando o
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, EUA), no termociclador Step One
(Applied Biosystem, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante.

Quadro 13: Iniciadores utilizados no PCR em tempo real para detec¢éo de virus gigantes.

Virus Regido do genoma Iniciadores (sequéncia 5’ a 3’)"
Mimivirus Proteina 1 do capsideo ACTTTATTATCATTATCAGCGAATA
(conservado nas linhagens A, B e C) | GCTCTTAACCCTGAAGAACA
Mimivirus Helicase ' ACCTGATCCACATCCCATAACTAA
(conservado na linhagem A) GCCTCATCAACAAATGGTTTCT
Marseillevirus | Proteina do capsideo CTTTTGCACCTGCTTCATGA
GCGGTAACCCTCCCACTTAT
Pandoravirus | B DNA polimerase GGATGGCTCGACGTCTCTT
CCTYGGTRAGCAMAGGCAAC
Faustovirus 3 DNA polimerase CATGACATGAGCTTCGGATACT
GTTTCTCTGATCCCACACCTAC

Cédigo de nucleotideos IUB: Y=C/T; R=A/G; M=A/C.

As reacoes de PCR e as condi¢cdes de amplificacdo utilizadas para deteccao
de virus gigantes podem ser observados no quadro 14. A temperatura de melting (Tm)
foi avaliada apoés todas as reacoes, a fim de identificar as amplificacdes especificas.
As reacdes foram testadas em duplicata e s6 foram consideradas positivas aquelas

gue apresentaram Tm especifico.

Quadro 14: Reacgdo de PCR em tempo real e condi¢bes de amplificacdo utilizadas para detecgéo de
virus gigantes.

Reagentes V?LULTe Condicbes de amplificacdo
. . "
Agua livre de DNAse/R-N/?:se gsp. Etapa Temperatura | Tempo
SYBR Green Master Mix 5,0
- Ativacdo Taq .
*1 o
Iniciador senso [10uM] 0,4 Polimerase 95°C 10 min.
Iniciador anti-senso [10uM] *! 0,4 Desnaturacéo 95°C 15
40 Seg.
DNA (30 a 100 - icl ibridizaca .
(30 a ng) ciclos | Hibridizaggo / 60°C 1 min.
Total 10,0 Extenséo

* Applied Biosystems, EUA; *! Eurofins MWG Operon®, Alemanha. gps: Quantidade suficiente para.
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5.6 Monitoramento de adenovirus e rotavirus

5.6.1 Avaliagdo da eficiéncia do método de concentragdo

Antes de realizar o monitoramento viral (terceira etapa), foi necessério avaliar
a eficiéncia do método de concentracdo nas diferentes amostras de esgoto. Para
tanto, amostras de esgoto bruto (P1), esgoto primario (P2), lodo de esgoto (P3) e
efluente tratado (P4) foram obtidas na ETE Barbosa Lage.

De cada ponto, trés aliquotas (50 mL) foram inoculadas com suspensdes
contendo HAdV (10° cépias de genoma/500uL), RVA (10° cépias de genoma/500pL)
e PP7 (10% copias de genoma/500uL) e uma aliquota (50mL) foi utilizada como
controle negativo, sem adicao de inéculo.

As amostras de esgoto bruto (P1), esgoto primario (P2) e efluente tratado (P4)
foram submetidas a técnica de concentracdo por floculagdo com leite desnatado
original (CALGUA et al., 2013a), descrita no item 5.3.1. As amostras de lodo de esgoto
(P3) foram processadas utilizando o protocolo modificado (condicdo A, B, C ou D),
gue se mostrou mais eficiente no estudo de otimizacéo, descrito no item 5.4.

A seguir, todos os inoculos de HAdV (controle positivo), RVA (controle positivo)
e PP7 (controle interno) e concentrados virais obtidos foram processados, como
descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4, para determinar a carga viral e estimar a taxa de

recuperacao viral.

5.6.2 Pesquisa de adenovirus e rotavirus

Para o estudo de monitoramento, amostras (250 mL) representativas de
diferentes etapas do processo de tratamento de esgoto por lodo ativado (pontos 1 a
4) foram obtidas na ETE Barbosa Lage, de janeiro a dezembro de 2014.

As coletas foram realizadas, quinzenalmente, na época Umida (outubro a abril)
e na época seca (maio a setembro), a fim de avaliar se houve influéncia do periodo

de coleta na carga viral.
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Buscando obter uma maior representatividade nos pontos 1, 2 e 4 foram
coletadas amostras do tipo composta (mistura de amostras individuais tomadas em
intervalos regulares, durante um periodo de 24 horas). No ponto 3, foram coletadas
amostras do tipo simples, tomada num determinado instante de tempo, uma vez que
o préprio sistema de recirculacao de lodo ativado pode manter tal representatividade.

As amostras de esgoto bruto (P1), esgoto primario (P2) e efluente tratado (P4)
foram submetidas a técnica de concentracao por floculacdo com leite desnatado
original (CALGUA et al., 2013a), descrita no item 5.3.1. As amostras de lodo de esgoto
(P3) foram processadas utilizando o protocolo modificado (condicéo A, B, C ou D),
gue se mostrou mais eficiente no estudo de otimizacéo, descrito no item 5.4.

Todos os concentrados obtidos foram armazenados a -80°C até serem
processados, como descrito nos itens 5.3.2 a 5.3.4, para determinar a carga de HAdV

e RVA e estimar a taxa de recuperacédo de PP7.

5.6.3 Caracterizacdo molecular das amostras de adenovirus e rotavirus

As amostras positivas de HAdV e RVA no qPCR foram submetidas a protocolos
de PCR convencional (cPCR), seguidos de sequenciamento nucleotidico.

A deteccdo de HAdV foi realizada pela amplificacdo parcial do gene que
codifica o hexon, a qual apresenta identidade entre os diferentes tipos de HAdV,
segundo protocolo descrito por Allard e colaboradores (2001). A presenca de RVA foi
investigada pela amplificacéo parcial do gene que codifica a proteina VP6, de acordo
com protocolo de lturriza-Gomara e colaboradores (2002). O quadro 15 mostra os

iniciadores utilizados nos protocolos acima citados.

Quadro 15: Iniciadores utilizados no PCR convencional para detec¢cdo de adenovirus humano e
rotavirus do grupo A.

Virus Regido do Iniciador | Sequéncia (5’ a 3’)" Fragmento
genoma esperado (pb)

Adenovirus Gene do Hex1l (+) | GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC | 301

humano Hexon Hex2 () | CAGCACSCCICGRATGTCAAA

Rotavirus do | Gene VP6 | VP6 (+) GACGGVGCRACTACATGGT 379

grupo A VP6 () GTCCAATTCATNCCTGGTGG

* Cédigo de nucleotideos IUB: S=C/G, R=A/G, K=G/T, W=A/T, V=A/C/G, N=A/C/G/T; VP6: Proteina
estrutural 6. (+): Iniciador senso; (-): Iniciador anti-senso; pb: pares de base.
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As reacoes de cPCR e as condi¢cdes de amplificacao utilizadas para detectar
HAdV e RVA podem ser observadas, respectivamente, nos quadros 16 e 17.

Os produtos obtidos na cPCR foram purificados a partir do gel de agarose 2%,
utilizando o kit comercial (QlAquick Gel Extraction Kit®, Qiagen, EUA). Amostras
representativas dos quatro pontos de coleta, cujos produtos purificados apresentavam
guantidade adequada de DNA, foram encaminhadas para um servico de
sequenciamento nucleotidico. Neste passo, foram utilizados os mesmos iniciadores
descritos nos protocolos de cPCR. Ambas as cadeias foram sequenciadas utilizando
o kit ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle (Applied Biosystems, EUA) no
sequenciador automatizado ABI Prism 3730 (Applied Biosystems, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Quadro 16: Reacdo de PCR convencional e condi¢cbes de amplificacdo utilizadas para deteccdo de
adenovirus humano.

Reagentes VC(JLULTe Condicbes de amplificacéo

Agua livre de DNAse/RNAse* 13,0 Etapa Temperatura | Tempo
PCR Master Mix [2x] ** 25,0 Desnaturacao inicial 94°C 2 min.
Iniciador Hex1 [25uM] *2 1,0 40 Desnaturacao 94°C 30 seg.
Iniciador Hex2 [25uM] *2 1,0 ciclos Hibridizacéo 60°C 30 seg.
DNA 10,0 Extenséo 72°C 1 min.
Total 50,0 Extens&o final 2°c > min.

4°C Manter

* Life Technologies®, EUA; *! Promega®, EUA; *3 Eurofins MWG Operon®, Alemanha.

Quadro 17: Reacgdo de PCR convencional e condi¢bes de amplificacdo utilizadas para deteccéo de
rotavirus do grupo A.

Reagentes Vc()Lqu;\e Condicbes de amplificacdo
Agua livre de DNAse/RNAse* | 29,2
Tampao de PCR sem MgCl: Etapa Temperatura | Tempo
*l 5,0
[10X]
dNTP [2,5mM] *2 4,0 e .
[2.5mM] Desnaturacéo inicial 94°C 2 min.
MgCl2 [50mM] *! 1,5
Iniciador VP6F [20uM] *3 2,0 Desnaturacao 94°C 30 seg.
Iniciador VP6R [20uM] *3 2,0 40 Hibridizacéo 58°C 30 seg.
Taq Polimerase Platinum ciclos . . .
[5U/uL] = 0,3 Extenséo 72°C 1 min.
cDNA 6,0 Extensao final 72°C 7 min.
Total 50,0 4°C Manter

* Life Technologies®, EUA; *! Invitrogen®, EUA; *?> Promega®, EUA; *3 Eurofins MWG Operon®, Alemanha.
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As sequéncias obtidas foram alinhadas e montadas utilizando o método
CLUSTAL W contido no BioEdit 7.2.0 (Hall et al., 1999). As sequéncias foram
comparadas com sequéncias de nucleotideos depositadas no GenBank e as relacdes
flogenéticas entre as amostras virais foram inferidas com software MEGA 6.0.6
(Tamura et al., 2013), utilizando o método de Neighbor-joining e o modelo de
substituicdo de nucleotideos Kimura 2-parametros. A confiabilidade dos padrdes de
agrupamento de ramos foi testada com uma amostragem de 1.000 bootstrap.

5.6.4 Viabilidade das particulas de adenovirus

Os experimentos de determinacao da viabilidade das particulas de HAdV em
efluente tratado, por cultivo celular, foram realizados no Laboratorio de Virus da
Universidade Federal de Minas Gerais. Nesta etapa, foram testados todos os
concentrados de efluente tratado (P4) positivos para HAdV por gPCR, em 2014.

Os concentrados de efluente tratado (200uL) foram submetidos a trés ciclos de
sonicacao (exposicdo a ultrassom por 30 segundos, intercalados com banho de gelo
de 30 segundos) e centrifugados por 10 minutos a 4.000 x g (Centrifuge 5430 R,
Eppendorf, EUA; Rotor FA-45-48-11, r=95mm), para reduzir a quantidade de leite,
devido aos efeitos indesejaveis do mesmo sobre as células, durante o cultivo. A seguir,
0os sobrenadantes foram centrifugados (20.000 x g por duas horas e meia) e os
sedimentos foram suspensos em PBS 1X (400puL), substituindo o tampéo fosfato
utilizado no protocolo de concentracéo viral. Cada concentrado obtido foi submetido a
trés ciclos de sonicacédo e aliquotado em quatro microtubos (100 uL), sendo dois

testados nos ensaios de citotoxicidade e dois nos ensaios de viabilidade.

5.6.4.1 Multiplicacdo e manutencao das células

Duas linhagens celulares foram utilizadas nos experimentos de cultivo de
HAdV: células A549 (epiteliais, originarias de carcinoma alveolar basal humano) e

células HEK293 (epiteliais, originarias de carcinoma renal humano transformada por
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HAdV-5). Ambas as células foram cultivadas em garrafas de 75 cm?, utilizando meio
minimo essencial modificado por Dulbecco (DMEM de Eagle, Gibco - Invitrogen,
EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1 mM de piruvato de sodio,
10 U/mL de penicilina G e 10 pg/mL de sulfato de estreptomicina (JIANG et al., 2009;
RIGOTTO et al., 2011). As células foram mantidas a 37°C sob atmosfera de 5% de

CO,, até atingirem uma monocamada confluente.

5.6.4.2 Suspensao viral padréo

Foi utilizada uma suspensdo de HAdV do tipo 35 (1,0 x 10° TCIDso/mL),
gentilmente, cedida pela Dra. Marize Miagostovich do Laboratorio de Virologia
Ambiental e Comparada da Fiocruz do Rio de Janeiro.

O controle de virus foi submetido a mesma condi¢cdo de centrifugacédo dos
concentrados de efluente tratado (20.000 x g por duas horas e meia). O sobrenadante
e o0 sedimento (suspenso em PBS 1X) foram utilizados nos ensaios de citotoxicidade

e viabilidade.

5.6.4.3 Ensaio de citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade, os concentrados de efluente tratado positivos para
HAdV foram submetidos a acdo da luz ultravioleta por 30 minutos, seguido de
aquecimento a 95°C por 30 minutos, para inativacéo do virus.

As células A549 e HEK293 foram cultivadas em placas de 24 cavidades (9,0 x
10* células/mL), até atingirem 90% de confluéncia. O meio de cultivo foi retirado e
sobre elas foi adicionado 100uL do concentrado inativado. As placas foram mantidas
a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2, com homogeneizacdo a cada 15 minutos. Apos
90 minutos, os concentrados foram aspirados e foi adicionado DMEM, acrescido de
2% de SFB e 1% de antibidtico/antifangico (meio de manutencéo).

As células foram observadas, diariamente, em microscépio invertido para

identificar possiveis alteracdes morfologicas celulares por um periodo de 72h,
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comparando-as com controles celulares (apenas células e meio de manutencao) e

virais (células infectadas com diferentes diluicGes do estoque viral - 10! a 10°).

5.6.4.4 Ensaio de viabilidade de particulas virais

As células A549 e HEK293 foram cultivadas em placas de 24 cavidades (9,0 X
10* células/mL), até atingirem 90% de confluéncia. O meio de cultivo foi retirado e
sobre elas foram adicionados 100uL do concentrado de efluente tratado (preparado
como descrito no item 5.6.4). Estas células foram mantidas por 90 minutos a 37°C,
sob atmosfera de 5% de CO., com homogeneizacdo a cada 15 minutos. Apos a
adsorcao, foi adicionado o meio de manutencao e as placas foram mantidas sob as
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente (SCHLINDWEIN et al., 2010).

As células foram observadas, diariamente, ao microscopio optico invertido para
visualizacdo do ECP. Controles de células (néo infectadas) e controles virais (células
infectadas com diferentes diluicdes do estoque viral - 10! a 10-°) foram utilizados.
Apés um periodo de cinco a sete dias, as amostras foram submetidas a 3 ciclos de
congelamento e descongelamento e o sobrenadante foi, novamente, inoculado sendo
realizadas duas passagens.

Para confirmar a replicacdo de HAdV, os sobrenadantes foram extraidos e

testados por gPCR, como descrito anteriormente (itens 5.3.2 € 5.3.4.2).

5.6.5 Analise dos parametros fisico-quimicos e microbiolégico

Os parametros fisico-quimicos e microbiolégico foram avaliados em amostras
de esgoto bruto (P1) e efluente tratado (P4) para verificar a eficiéncia do tratamento
de esgoto por lodo ativado, na reducdo e/ou adequacdo dos mesmos. Os dados
relativos a estes parametros foram obtidos em laudos emitidos pelo Laboratorio
Central da Cesama, que realiza analises quinzenais para 0s parametros fisico-
guimicos (DBO, DQO, o6leos e graxas, pH, SS e SST) e mensais para o parametro

microbiolégico (contagem de coliformes termotolerantes).
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5.7 Andlises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS
13.0 (SPSS® Inc., EUA). Nos estudos de otimizacdo, os dados relativos a carga viral
e a taxa de recuperacéo viral foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Walllis, a fim de verificar diferencas entre as condi¢des testadas. Os valores de rank
foram calculados para cada condicdo, atribuindo o valor mais alto para a condi¢cao
mais eficaz.

No estudo de monitoramento viral foram avaliados os dados de carga de HAdV
e RVA, ponto de coleta, época de coleta, tipo de amostra, parametros fisico-quimicos
e microbioldgico. Para verificar se houve associacdo da carga viral com a época de
coleta (seca ou umida) e com o tipo de amostra (composta ou simples) foi realizado o
teste U de Mann-Whitney. O teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar o impacto do
tratamento de esgoto tanto na carga viral, quanto nos parametros fisico-quimicos e
microbiolégico, comparando-se os resultados observados antes (P1) e apds (P4) o
tratamento. O teste de qui-quadrado com correcao de Yates foi aplicado para verificar
a associacao entre a deteccao viral e o fato da amostra de efluente tratado estar dentro
ou fora dos limites indicados nas legislacdes em vigor, referentes ao padrdao de
lancamento de efluentes em corpos d’agua (Tabela 10). Para os parametros fisico-
guimicos (P1 a P4) e microbiologico (P1 e P4) foram realizadas, também, analises de
correlacdo com a carga viral, utilizando-se o teste de correlacdo de Pearson. Em todas

as analises, valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Quadro 18: Valores limites estabelecidos para os parédmetros fisico-quimicos e microbiolégico no
efluente tratado, de acordo com as legisla¢des atuais.

Parametros Limites
Demanda Bioguimica de Oxigénio (mg/L) <60
Demanda Quimica de Oxigénio (mg/L) < 180"
Oleos e graxas (mg/L) < 100"
pH 6a9
Sélidos Sedimentaveis (mL/L) <1
Solidos Suspensos Totais (mg/L) <100
Coliformes termotolerante (NMP/100mL) <1000

" Limites determinados pela Deliberacdo Normativa n°01/2008 do Conselho Estadual de Politica Ambiental em
conjunto com Conselho Estadual de Recursos Hidricos do estado de Minas Gerais. " Limite determinado pela
Resolucdo n°430/2011 do Conselho Nacional do Meio Ambiente. "Limite determinado para dgua doce de classe
2 pela Resolugao n°357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente.
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6 RESULTADOS

6.1 Otimizacao do protocolo de concentracéao viral para lodo de esgoto

6.1.1 Avaliacédo da eficiéncia das alteragGes propostas

Os experimentos que testaram as quatro variagcbes do protocolo original de
Calgua e colaboradores (2013a) para lodo de esgoto (item 5.4.1) mostraram a
presenca de inibidores em todas as reacdes de gPCR realizadas com DNA e cDNA
nao diluidos. Assim, a carga viral, expressa em copias de genoma por mililitro (cg/mL),
foi definida como a média dos dados obtidos no ensaio de gPCR com DNA e cDNA
diluidos (10! e 10?). A andlise dos controles negativos mostrou a auséncia de
contaminantes.

A taxa de recuperacao do bacteriéfago PP7 variou de 12,1% a 16,2% (Tabela
1), sem diferenca significativa entre as quatro condicbes testadas (A - D),
independentemente, do tempo de agitacdo e/ou da concentracdo final de leite
desnatado (p = 0,459). Entretanto, a condicdo C apresentou o maior valor de rank no

teste estatistico de Kruskal-Wallis (8,3), seguido por A, D e B (Tabela 1).

Tabela 1: Eficiéncia de recuperagéo de adenovirus humano e bacteriéfago PP7 nas quatro condi¢es
de concentracéo por floculag@o com leite desnatado, a partir de amostras de lodo de esgoto ativado.

0 .
Cargaviral Carga viral % Recuperacao

Virus Condicdes

a b i
Inoculada® Recuperada Média Desvio Rank ¢ p-Valor
padrédo
HAdV A 1,29 x 10* 3,24 x 10° 25,1 2,1 2,0 0,016
B 1,29 x 10* 3,86 x 10° 29,9 2,2 50
C 1,15 x 10* 9,65 x 10° 83,9 3,7 11,0
D 1,15 x 10* 4,96 x 10° 43,1 10,5 8,0
PP7 A 5,83 x 10%° 8,57 x 10° 14,7 15 8,0 0,459
B 5,83 x 10*° 7,08 x 10° 12,1 3,3 4,6
C 5,13 x 10%° 8,33 x 10° 16,2 3,9 8,3
D 5,13 x 10% 6,75 x 10° 13,1 1,2 50

HAdV: Adenovirus humano; PP7: Bacteri6fago PP7; A: agitacdo por 30 minutos e leite desnatado
0,01%; B: agitacdo por 60 minutos e leite desnatado 0,01%; C: agitacdo por 30 minutos e leite
desnatado 0,02%; D: agitacdo por 60 minutos e leite desnatado 0,02%; 2 Carga viral inoculada em
copias de genoma/500uL; ® Carga viral recuperada em cépias de genoma/mL
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As taxas médias de recuperacdo de HAdV variaram de 25,1% a 83,9% (Tabela
1) com diferenca significativa entre as condi¢cfes testadas (p = 0,016). A taxa mais
elevada de recuperacgéo foi observada na condicdo C, que utilizou um tempo mais
curto de agitacdo em tampao glicina e uma maior concentracdo final de leite
desnatado. O teste de comparagcdo multipla confirmou este resultado, mostrando que
a condicao C foi a variagdo mais eficaz (Rank = 11,0) do protocolo original (Tabela 1),
sendo denominado, a partir de entdo, protocolo otimizado para lodo de esgoto.

N&o foi possivel determinar a carga de RVA no inéculo (controle positivo)
utilizado nos experimentos de otimizacado do protocolo para lodo de esgoto, o que
impossibilitou a realizacdo de célculos e as andlises das taxas de recuperacao deste

virus.

6.1.2 Validacao do protocolo otimizado para lodo de esgoto

Considerando os resultados obtidos no ensaio de qPCR com o cDNA diluido
(10! e 10?) de todos os concentrados testados, a taxa de recuperacéo de PP7 variou
8,0 a 26,6%. Na ETE 1, a taxa média de recuperacdo de PP7 foi de 9,0% nos
concentrados obtidos de amostras de lodo ativado coletadas na primeira semana (LAt
1 e 2), 13,8% na segunda semana (LAt 3 e 4), 9,9% na terceira semana (LAt 5 e 6) e
23,2% na quarta semana (LAt 7 e 8) do estudo (Figura 13). Emrelacédo a ETE 2, todas
as amostras de lodo foram obtidas na mesma semana. Nesta estacéo, a taxa média
de recuperacao de PP7 foi de 26,5% nos concentrados de lodo ativado (LAt 9 e 10),
23,5% nos concentrados de lodo adensado (LAd 1 e 2) e 18,1% nos concentrados de
lodo digerido (LD 1 e 2).

O HAdV foi detectado nos concentrados de lodo de esgoto de ambas as ETES,
com carga variando de 1,08 x 10% a 2,56 x 10° cg/mL (Figura 13). Na ETE 1, durante
as trés primeiras semanas do estudo, a carga média de HAdV foi de 4,45 x 10% cg/mL,
entretanto, na Ultima semana de coleta, a concentragao viral aumentou trés vezes no
concentrado lodo ativado 7 (LAt 7 - 1,24 x 10° cg/mL) e seis vezes no concentrado LAt
8 (2,56 x 10° cg/mL). Em relacdo a ETE 2, cargas semelhantes de HAdV foram
detectadas nos concentrados de lodo ativado (LAt 9 a 10 - 1,08 x 10* a 2,67 x 10*
cg/mL) e de lodo digerido (LD 1 a 2 - 2,07 x 10* a 2,71 x 10 cg/mL), enquanto uma
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concentragdo dez vezes maior foi observada nos concentrados de lodo adensado
(LAd1a2-1,26 x10%a 1,65 x 10° cg/mL).

mm HAdV =—4=PP7
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Figura 13: Carga de adenovirus e taxa de recuperacao do bacteriéfago PP7 obtidas em amostras de
lodo de esgoto ativado, adensado e digerido nas Estacdes de Tratamento de Esgoto de Juiz de Fora

e do Rio de Janeiro. cg/mL: cépias de genoma por mililitro; HAdV: adenovirus humano; PP7: bacteriéfago PP7;
LAt: Lodo ativado; LAd: lodo adensado; LD: lodo digerido. ETE: Estacéo de tratamento de esgoto.

A carga de RVA foi detectada somente nos ultimos ciclos da qPCR e
extrapolaram o ponto mais diluidos da curva padrdo (5,53 x 10° cg/mL). Estes

resultados néo foram considerados confiaveis e, portanto, foram descartados.

6.2 Otimizacao do protocolo de concentracdo viral para efluente tratado

6.2.1 Avaliacdo da eficiéncia das alteragdes propostas

Os experimentos que testaram as quatro variagbes do protocolo original de

Calgua e colaboradores (2013a) para efluente tratado (item 5.5.1) mostraram que
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houve inibicdo em todos os ensaios de gPCR realizados para os HAdV, quando foi
utilizado o DNA néo diluido. Para RVA e PP7, a carga viral foi estimada pela média
dos dados obtidos com cDNA néo diluidos e na diluicdo 101, ja que com a diluigdo 10°
2 ndo foi possivel detectar o genoma. A andlise dos controles negativos mostrou a
auséncia de contaminantes.

As taxas médias de recuperacdo de HAdV, RVA e PP7 apresentaram diferenca
significativa entre as condi¢des testadas (A’ - D’), mediante as alteragdes realizadas
na etapa de centrifugacéo e/ou na concentracao final de leite desnatado (Tabela 2).
O teste de comparacdo multipla de médias confirmou que a condi¢cdo D’ (primeira
centrifugacéo néo realizada e maior concentracao leite desnatado) foi a variagdo mais
eficaz do protocolo original (Tabela 2), sendo denominado, a partir de entéo, protocolo
otimizado para efluente tratado.

Tabela 2: Eficiéncia de recuperacédo de adenovirus humano, rotavirus do grupo A e bacteriéfago PP7
nas quatro condi¢Bes de concentracdo por floculagdo com leite desnatado, a partir de amostras de
efluente tratado.

i i % Recuperacéo
Virus Condicdes Cargaviral Carga viral

Inoculada?® Recuperada® . ... Desvio c
Média padrao Rank ¢ p-Valor

HAdV A 2,37 x 10° 26,5 0,2 1,5
B’ 5 2,84 x 10° 31,9 3,2 4,0

c 891x10 413 x 10° 46,4 19 65 003
D’ 6,22 x 10° 69,8 6,0 9,0
RVA A 7,02 x 10% 12,6 3,9 2,0
B’ 5 1,16 x 10° 20,9 5,9 6,0

c 596x10° 117 x 105 21,0 35 60 0033
D’ 2,70 x 10° 48,6 50 10,0
PP7 A 6,38 x 10° 14,3 12 2,0
B’ 7 1,49 x 107 334 8,4 7,5

c 446x10° 1 14x 107 25.6 56 50 0%
D’ 2,87 x 107 64,3 7,7 10,0

HAdV: Adenovirus humano; RVA: Rotavirus do grupo A; PP7: Bacteri6fago PP7; A’: 12 centrifugacéo a 8000 x g
por 30 minutos a 4°C e leite desnatado 0,01%; B: 12 centrifugac@o ndo realizada e leite desnatado 0,01%; C:
centrifugagdo a 8000 x g por 30 minutos & 4°C e leite desnatado 0,02%; D: 12 centrifugacdo néo realizada e leite
desnatado 0,02%; 2 Carga viral inoculada em copias de genoma/500pL; ® Carga viral recuperada em copias de
genoma/mL.



6.2.2 Validacao do protocolo otimizado para efluente tratado

A taxa média de recuperacdo de PP7 nos concentrados de efluente tratado foi
de 24,4% (18 a 30%), considerando os resultados obtidos no ensaio de gPCR com
cDNA néo diluido e a com diluicdo 10'. Os HAdV e os RVA foram detectados,
respectivamente, em 50% (12/24) e em 33,3% (08/24) dos concentrados de efluente
tratado (Figura 14). Variacbes aleatérias foram observadas tanto na carga de HAdV
(2,94 x 10% a 2,89 x 10* cg/mL), quanto na carga de RVA (6,19 x 10? a 1,54 x 10*

cg/mL), ao longo de todo o periodo de estudo.
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Figura 14: Carga de adenovirus humano e rotavirus do grupo A e taxa de recuperacao do bacteriéfago

PP7 em amostras de efluente tratado obtidas na Estacdo de Tratamento de Esgoto Barbosa Lage.
cg/mL: cépias de genoma por mililitro; HAdV: adenovirus humano; RVA: rotavirus do grupo A; PP7: bacteri6fago

PP7.
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6.2.3 Pesquisa de virus gigantes em amostra de efluente tratado concentrada pelo

protocolo otimizado

O protocolo de concentracao viral por floculagdo com leite desnatado descrito
para esgoto bruto inviabiliza a pesquisa de virus gigantes, que em funcao do maior
tamanho e peso sdo eliminados com o sedimento, apds a primeira etapa de
centrigacéo (8.000 x g por 30 minutos). Como o protocolo de floculagédo otimizado para
amostras de efluente tratado (item 5.5) dispensa essa etapa de centrifugacao, a
presenca de virus gigantes foi verificada em uma amostra, para testar a aplicabilidade
deste método nas pesquisas destes virus.

O concentrado nao diluido apresentou ECP apés 6 dias de inoculagéo, quando
comparada ao controle de célula (Figura 15; A e B). Em uma segunda passagem,
apo6s 24 horas, foi possivel observar o mesmo ECP, caracterizado pelo
arredondamento e lise das amebas, indicando um possivel isolado de virus gigante
(Figura 15, C e D).

Figura 15: Efeito citopatico observado em A. polyphaga inoculada com amostra de efluente tratado
concentrada pelo protocolo de floculagdo com leite desnatado otimizado neste estudo. A — A. polyphaga
apos seis dias de infeccdo, na primeira passagem. B — A. polyphaga inoculada com PBS, apdés seis
dias de cultivo, na primeira passagem. C — A. polyphaga apés 24 horas de infec¢do, na segunda
passagem. D — A. polyphaga inoculada com PBS, ap6s 24 horas de cultivo, na segunda passagem
(aumento 40X).
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Os ensaios de PCR em tempo real, realizados com o material coletado na
segunda passagem, confirmaram a presenca de mimivirus (Figura 16). Os resultados
positivos observados tanto para o gene que codifica a proteina 1 do capsideo
(conservada nas linhagens A, B e C), quanto para o gene que codifica a helicase
(conservada na linhagem A), sugerem que estes virus pertencem a linhagem A. Os
demais ensaios realizados apresentaram resultados negativos para marseillevirus,

pandoravirus e faustovirus.
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Figura 16: Gréficos obtidos nos ensaios de PCR em tempo real para detec¢do de mimivirus . A —
Temperatura de melting e curva de amplificag&o observada no ensaio de deteccéo do gene que codifica
a proteina 1 do capsideo de mimivirus, conservada nas linhagens A, B e C. B — Temperatura de melting
e curva de amplificagéo observada no ensaio de detecc¢é@o do gene que codifica a helicase, conservada
em mimivirus da linhagem A.

6.3 Monitoramento de adenovirus e rotavirus

6.3.1 Avaliacdo da eficiéncia do método de concentracao

No estudo de avaliacdo da eficiéncia do método de concentracéo (item 5.6.1),
considerando a analise de inibi¢do, a carga de HAdV foi determinada pela média dos
dados obtidos no ensaio de qPCR com DNA néo diluido e diluido (10 e 10?) em
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P1(esgoto bruto) e P2 (esgoto primario) e com DNA diluido (10 e 10?) em P3 (lodo
de esgoto) e P4 (efluente tratado). Com relagéo a RVA e PP7, a carga viral foi obtida
com cDNA néo diluido e diluido em P1 e P2, apenas com as diluigdes (10 e 10?) em
P3 e com cDNA néo diluido e dilui¢cdo 10! em P4.

Os percentuais de recuperacdo de HAdV, RVA e PP7 foram superiores a 30%
em Pl e P2, ao utilizar o protocolo original descrito por Calgua e colaboradores
(2013a). Com o mesmo protocolo foram obtidas as menores taxas de recuperacéo
para os trés virus em P4. Este resultado motivou o desenvolvimento do estudo de
otimizag&do do protocolo de concentragéo viral para amostras de efluente tratado.
Embora os resultados obtidos com o protocolo otimizado para efluente tratado tenham
sido mais satisfatérios, nao foi possivel aplica-lo as amostras do estudo de
monitoramento por uma questao de tempo. Em P3, utilizando o protocolo otimizado
para lodo de esgoto (condicdo C), a taxa de recuperacdo de HAdV foi cerca de trés

vezes superior aquelas observadas para RVA e PP7 (Tabela 3).

Tabela 3: Eficiéncia do método de concentracdo viral na detec¢do de adenovirus humano, rotavirus do
grupo A e bacteriéfago PP7 nos pontos de coleta avaliados neste estudo.

. . % Recuperacao
Virus  Ponto Cargaviral Cargaviral

Inoculada?® Recuperada® L Desvio
Média ~
padrao
HAdV 1 2,61 x 10° 39,3 7,4
2 5 3,25x 10° 48,9 8,1
3 664x10° a0 637 58
4 2,83 x 10* 4,2 1,6
RVA 1 1,03 x 10° 35,5 6,5
2 5 9,66 x 10* 33,3 43
3 290x10°  gany 100 219 29
4 1,65 x 10* 5,7 2,4
PP7 1 2,28 x 10° 51,5 5,4
2 3 1,34 x 10° 30,3 3,3
3 A42x100 08 258 45
4 5,82 x 102 13,1 2,5

HAdV: adenovirus humano; RVA: rotavirus do grupo A; PP7: bacteriéfago
PP7; 2 Carga viral inoculada em cépias de genoma/500uL; ® Carga viral
recuperada em copias de genoma/mL.
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6.3.2 Pesquisa de adenovirus e rotavirus

O controle interno (PP7) foi detectado em todos os concentrados avaliados
(Figuras 17 e 18), com uma taxa média de recuperacédo de 28,4% no P1 (10,5% a
53,5%), 30,6% no P2 (12,6% a 61,2%), 34,1% no P3 (13,5% a 66,0%) e 12,4% no P4
(5,5% a 23,5%).

O HAdV foi detectado em 85,4% (82/96) dos concentrados obtidos no periodo
de janeiro a dezembro de 2014, com carga viral minima de 3,27 x 102 cg/mL e maxima
de 2,42 x 108 cg/mL. Altas taxas de positividade de HAdV foram detectadas em todos
0s pontos avaliados neste estudo, sendo de 100% (24/24) no P1, 95,8% (23/24) no
P2, 70,8% (17/24) no P3 e 75,0% (18/24) no P4. A carga viral se manteve elevada
nos concentrados de P1 (1,68 x 10% a 5,14 x 10° cg/mL), P2 (6,71 x 10% a 2,42 x 10°
cg/mL) e P3 (2,33 x 10% a 1,74 x 10° cg/mL), com reducéo significativa (p < 0,001) no
P4 (3,27 x 102 a 5,03 x 108 cg/mL) (Figura 17).

A presenca de RVA foi detectada em 52,1% (50/96) dos concentrados obtidos
durante o estudo de monitoramento, com carga viral variando de 7,82 x 102 cg/mL a
3,65 x 10° cg/mL. A taxa de positividade de RVA foi de 58,3% (14/24) nos
concentrados de P1, 66,7% (16/24) nos de P2, 45,8% (11/24) nos de P3 e 37,5%
(09/24) nos de P4. Valores de carga viral mais elevados foram observados nos
concentrados de P1 (7,82 x 10?2 a 4,93 x 10% cg/mL), P2 (1,38 x 10% a 3,65 x 10° cg/mL)
e P3 (3,84 x 10% a 4,54 x 10* cg/mL), com reducéo significativa (p = 0,004) no P4 (8,61
x 10% a 1,51 x 10% cg/mL) (Figura 18).
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Figura 17: Carga de adenovirus humano e taxa de recuperacéo de PP7 por época e ponto de coleta.
HAdV: adenovirus humano; PP7: bacteriéfago PP7; cg/mL: copias de genoma por mililitro; P1, P2, P3 e P4: pontos de coleta.
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Figura 18: Carga de rotavirus do grupo A e taxa de recuperacgao de PP7 por época e ponto de coleta.
RVA: rotavirus do grupo A; PP7: bacteri6fago PP7; cg/mL: copias de genoma por mililitro; P1, P2, P3 e P4: pontos de coleta.
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As médias mensais de temperatura e pluviosidade registradas em Juiz de Fora,
durante o periodo de estudo, confirmaram a ocorréncia de dois perfis bem definidos
(Figura 19). Na época umida (outubro a abril) foram registradas temperaturas
superiores a 20°C e o indice de pluviosidade variou de 51,5 a 374,2 mm?. Por outro
lado, na época seca (maio a setembro) as temperaturas foram inferiores a 20°C e o
indice de pluviosidade menor que 33,5 mm3.
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Figura 19: Médias mensais de temperatura e pluviosidade registradas em Juiz de Fora no periodo de
janeiro a dezembro de 2014. °C: graus Celsius; mm3: milimetros cubicos. Fonte: UFJF, 2016.

Considerando a distribuicdo da carga de HAdV por época de coleta, em P1, P2
e P4, variacdes aleatorias da carga viral foram observadas durante todo o ano. No P3,
os HAdV nao foram detectados durante 7 coletas consecutivas (marco a junho),
abrangendo meses da época Umida e seca (Figura 17). De modo geral, foi possivel
detectar a presenca do genoma de HAdV e determinar a sua carga, tanto na época
umida (47/56 = 83,9%) quanto na época seca (35/40 = 87,5%), sem associacao entre
carga de HAdV e época de coleta (p = 0,885). A analise da distribuicdo da carga de
RVA por época de coleta mostrou que o maior numero de amostras positivas (70% =
35/50) e as cargas virais mais elevadas foram detectadas durante a época seca (p <
0,001), indicando a ocorréncia de um perfil sazonal (Figura 18).

A tabela 4 mostra a carga de HAdV e RVA detectada nos diferentes pontos de
coleta, considerando o tipo de amostras obtidas. Embora tenha sido planejado coletar

apenas amostras do tipo composta em P1, P2 e P4, por questdes operacionais foi
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possivel obté-las em 79,2% (19/24) das coletas em P1 e P4 e em 50% (12/24) das
coletas em P2. Em P3, todas as amostras obtidas foram do tipo simples, como
proposto incialmente. O HAdV foi detectado tanto em amostras compostas (46/50 =
92,0%), quanto em amostras simples (36/46 = 78,3%). O mesmo padrao foi verificado
para RVA, detectado em 50,0% (28/56) das amostras compostas e 47,8% (22/46) das
amostras simples. A andlise estatistica mostrou que ndo houve associacdo entre o
tipo de amostra e a carga viral, tanto para HAdV (p = 0,567), quanto para RVA (p =
0,355).

Tabela 4: Taxa de positividade e carga de adenovirus humano e rotavirus do grupo A detectadas por
tipo de amostra nos quatro pontos de coleta.

Vi Ponto de Tipo de Positividade Carga viral (cg/mL)
irus
coleta amostra %(Positivas/Total) Minima Méaxima
Adenovirus P1 Composta 100,0% (19/19) 3,61x10° 5,14 x 10°
humano Simples 100,0% (05/05) 1,68 x 10° 3,84 x 10°
P2 Composta 100,0% (12/12) 6,71 x 102 3,78 x 10°
Simples 91,7% (11/12) 1,89 x 103 2,46 x 108
P3 Composta - - -
Simples 70,8 % (17/24) 2,33x 103 1,74 x 10°
P4 Composta 78,9% (15/19) 2,37 x 102 5,03 x 103
Simples 60,0% (03/05) 7,46 x 102 2,41 x 103
Rotavirus P1 Composta 63,1% (12/19) 7,82 x 102 4,23 x 10*
do grupo A Simples 40,0% (02/05) 1,39 x 108 4,93 x 10°
P2 Composta 66,7% (08/12) 1,38 x 108 3,65 x 10°
Simples 66,7% (08/12) 1,54 x 103 6,10 x 10*
P3 Composta - - -
Simples 45,8 % (11/24) 3,84 x 10° 4,54 x 10*
P4 Composta 42,1% (08/19) 8,16 x 10 1,51 x 10%
Simples 20,0% (01/05) 1,83 x 10° -

cg/mL: copias de genoma por mililitro; P1 a P4: pontos de coleta
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6.3.3 Caracterizagcdo molecular das amostras de adenovirus e rotavirus

As sequéncias parciais do gene que codifica 0 hexon foram obtidas para 12
amostras positivas para HAdV. Essas sequéncias foram comparadas com sequéncias
disponiveis no banco de dados do GenBank, considerando representantes das sete
espécies de HAdV (A a G). A andlise filogenética mostrou que as amostras
caracterizadas neste estudo pertencem a espécie F tipo 41 (Figura 20), apresentando
elevada identidade nucleotidica entre si (99,98 a 100%). O mesmo foi observado ao
comparar estas amostras de HAdV com aquelas detectadas em estudos clinicos
(99,97 a 100%) e ambientais (99,95 a 100%).

A andlise filogenética da sequéncia nucleotidica parcial do gene que codifica a
proteina VP6 confirmou a presenca de RVA em outras 12 amostras da ETE Barbosa
Lage, submetidas ao sequenciamento. As sequéncias obtidas foram comparadas com
aquelas disponiveis no Genbank, considerando representantes dos 16 gendétipos | de
RVA. Todas as amostras caracterizadas neste estudo pertencem ao gendétipo 11
(Figura 21), com valores de identidade nucleotidica variando de 99,88 a 100%.
Valores semelhantes de identidade foram observados ao comparar as amostras deste
estudo com outras amostras de RVA de origem clinica (99,58 a 99,97%) e ambiental

(98,98 a 99,98%), pertencentes ao genaotipo I1.
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Figura 20: Dendograma filogenético baseado nas sequéncias nucleotidicas parciais do gene que
codifica o hexon em amostras de adenovirus humanos (HAdV). As sequéncias obtidas neste estudo
foram marcadas com um circulo preto e o controle positivo, com um quadrado branco. O ndmero de
acesso no GenBank foi informado para todas as sequéncias. Apenas valores de bootstrap maiores que
80% foram informados.
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Figura 21: Dendograma filogenético baseado nas sequéncias nucleotidicas parciais do gene que
codifica a proteina VP6 em amostras de rotavirus do grupo A (RVA). As sequéncias obtidas neste
estudo foram marcadas com um circulo preto e o controle positivo, com um quadrado branco. O nimero
de acesso no GenBank foi informado para todas as sequéncias. No clado do gendtipo 11, todas as
sequéncias foram designadas de acordo com a nova nomenclatura proposta por Matthijnssens e
colaboradores (2011). Apenas valores de bootstrap maiores que 80% foram informados. Uma
sequéncia de rotavirus do grupo C (RVC) foi utilizada como grupo externo.
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6.3.4 Viabilidade das particulas de adenovirus em cultivo de células

Na tentativa de reduzir a quantidade de leite no concentrado de efluente tratado
e substituir o tampéo fosfato utilizado no protocolo de floculagédo organica, todos os
concentrados de efluente tratado foram homogeneizados, centrifugados e suspensos
em PBS 1X. A solucéo final obtida de concentrado viral (diluicdo 1:2) foi dividida em
aliquotas e testada nos ensaios de citotoxicidade. O processo de retirada do
sedimento de leite e do tampéo fosfato, seguida da inativacao viral foi eficiente para
eliminar o efeito citotéxico, observado, anteriormente, quando as células foram
infectadas com o concentrado viral original (dados ndo mostrados). Em paralelo,
aliquotas néo inativadas de concentrado viral (diluicdo 1:2) foram utilizadas nos
ensaios de viabilidade de HAdV.

Na primeira passagem, ndo foram observadas alteragbes morfolégicas nas
células A549 e HEK293 inoculadas com os concentrados de efluente tratado, quando
comparadas ao controle de célula e ao controle de virus (dados ndo mostrados).

Na segunda passagem, o ECP foi observado em células A549, com
arredondamento das células e formacdo de grumos, que tendem a se soltar da
monocamada celular (Figura 22). A intensidade do efeito variou entre os concentrados
testados, sendo mais discreta em uns e mais pronunciada em outros. Efeito
semelhante foi observado no controle viral e n&o foi observado ECP em células ndo
infectadas.

O ECP foi observado, também, na segunda passagem em células HEK293,
onde foram observadas placas de lise, apresentando um aspecto de teia, com

posterior desprendimento das células (Figura 23) e forma¢cédo de grumos.
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Figura 22: Efeito citopatico observado apds a segunda passagem do concentrado de efluente tratado
em células A549. A — Controle positivo (diluicdes 102 e 10%). B — Controle de células. C — Efluente
tratado. Aumento de 4x. Areas escuras correspondem a actimulos de células soltas, formando grumos.
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Figura 23: Efeito citopatico observado apds a segunda passagem do concentrado de efluente tratado
em células HEK293. A — Controle positivo (diluigdo 10?). B — Controle de célula. C — Efluente tratado.
Aumentos de 4x, 10x e 20x. Sdo observadas placas de lise, com aspecto de teia.
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A presenca de particulas virais infecciosas foi confirmada em 12 dos 16
concentrados de efluente tratado obtidos em 2014, que apresentaram um aumento de
até trés unidades logaritmicas na carga viral, apés a segunda passagem em células
A549 (Tabela 5). Apenas em quatro concentrados néo foi possivel determinar a carga

viral, apos o cultivo.

Tabela 5: Carga de adenovirus humano detectada nos concentrados de efluente tratado antes e apos
o cultivo celular.

Carga de adenovirus humano (cg/mL)
Antes do cultivo celular Ap6s segunda passagem

Concentrado de efluente tratado

8 2,41 x 10° 1,42 x 10*
12 1,61 x 10° 3,49 x 10*
16 7,46 x 102 5,41 x 10*
28 3,91 x 102 1,46 x 10*
36 3,35x 102 Indeterminada
40 3,27 x 102 1,17 x 10°
44 7,28 x 10? 2,77 x 10*
48 1,56 x 108 1,48 x 10*
52 8,75 x 102 Indeterminada
64 7,42 x 102 2,27 x 10°
68 1,97 x 108 2,33 x 10*
72 5,55 x 102 8,69 x 10*
76 6,61 x 102 Indeterminada
80 9,67 x 102 5,63 x 10*
88 4,08 x 10? 3,51 x 10°
92 1,13 x 108 Indeterminada
Controle de virus - 6,08 x 108

cg/mL: copias de genoma por mililitro.

6.3.5 Andlise dos parametros fisico-quimicos e microbiolégico

Foram avaliados os valores médios * desvio padrédo, valores minimo e maximo
de demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO),
Oleos e graxas, pH, sélidos sedimentaveis (SS) e solidos suspensos totais (SST),

obtidos em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente tratado (P4) (Tabela 6).
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Tabela 6: Valores médios + desvio padréo, valores minimo e méximo dos parametros fisico-quimicos
analisados em amostras de esgoto bruto e efluente tratado, no periodo de janeiro a dezembro de 2014.

P1 - Esgoto Bruto P4 — Efluente Tratado

Parametros Média + desvio Média + desvio
(Minimo — Maximo)  (Minimo — Maximo)
Demanda bioquimica de oxigénio (mg/L) 217,3+£114,0 52,3 £ 63,0
(77,0 — 489,0) (11,0 - 317,0)
Demanda quimica de oxigénio (mg/L) 441,0 £ 243,6 89,5+ 60,9
(45,0 — 1.000,0) (3,0 - 250,0)
Oleos e graxas (mg/L) 1124,0 + 4091,9 113,1 + 157,7
(19,0 — 20.130,0) (0,62 — 670,0)
pH 7,4+04 7.4+0,4
(6,8-8,7) (6,4 -38,0)
Solidos sedimentaveis (mL/L) 47+25 29+3.2
(2,5-12,0) (0,5-12,0)
Sdlidos suspensos totais (mg/L) 193,8 + 84,8 46,5+ 42,4
(84,0 —451,5) (10,0 — 153,0)

mg/L: miligramas por mililitro; mL/L: mililitros por litro.

Os valores de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de
oxigénio (DQO) (Figura 24) apresentaram maior oscilacdo entre as amostras de
esgoto bruto (P1) quando comparados com aqueles observados nas amostras de
efluente tratado (P4). Valores superiores ao limite fixado para DBO (< 60mg/L) e DQO
(< 180mg/L) foram encontrados, respectivamente, em cinco e em duas amostras de
P4. Na maioria nas amostras de efluente tratado foi observada uma relacdo DQO/DBO
maior que 2,5, indicando que o tratamento foi eficiente na degradacdo de matéria
organica apos o tratamento. Em geral, o tratamento de esgoto por lodo ativado
apresentou uma média anual de remocéao significativa de 77,2% de DBO e 76,9% de
DQO (p < 0,001 [ambos os casos]), resultados superiores as metas definidas pela

legislacdo, que correspondem, respectivamente, a 70% e 65%.
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Figura 24: Valores de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQO)
em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente tratado (P4), no periodo de janeiro a dezembro de 2014.
VL: Valor limite estabelecido pela legisla¢do; mg/L: miligramas por litro. Nos meses de julho e setembro os dados
nao foram disponibilizados pela Cesama.
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No que diz respeito ao pardmetro Oleos e graxas, observou-se grandes
oscilagdes em P1 e P4, com valores extremamente elevados em algumas coletas
(Figura 25). Embora esses valores tenham sido reduzidos, significativamente, ap0s o
tratamento (p < 0,001), 41,7% (10/24) das amostras de P4 excederam o padréo
exigido (< 100 mg/L) para langamento de efluentes tratados em um corpo d’agua
receptor.
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Figura 25: Valores de 6leos e graxas em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente tratado (P4), no

periodo de janeiro a dezembro de 2014. *VL: Valor limite estabelecido pela legislagdo; "™ mg/L: miligramas por
litro.
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Os valores de pH apresentaram discretas variagcoes entre os pontos avaliados
neste estudo (Figura 26), ndo tendo sido verificada uma alteracéo significativa nestes
valores ap0s o tratamento (p = 0,337). Todas as amostras encontraram-se dentro do

limite estabelecido para pH (6 a 9), apresentando um valor médio de 7,4 nas amostras

de P1 e P4.
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Figura 26: Valores de pH em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente tratado (P4), no periodo de
janeiro a dezembro de 2014. *VL: Valor limite estabelecido pela legislag&o.
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O parametro solidos sedimentaveis (SS) apresentou altera¢des ao longo das
coletas, em ambos os pontos avaliados, tendo sido observado que os valores de P4
excederam os valores de P1, em algumas coletas (Figura 27). O tratamento resultou
em remocao significativa de SS (p = 0,027), garantindo a adequacéo de 54,2% (13/24)

das amostras de P4 aos padrdes exigidos para este parametro (< 1 mL/L).
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Figura 27: Valores de sélidos sedimentaveis (SS) em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente tratado
(P4), no periodo de janeiro a dezembro de 2014. * VL: Valor limite estabelecido pela legislagéo; " mL/L:
mililitro por litro.
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Em relacdo ao parametro soélidos suspensos totais (SST) (Figura 28), foi
possivel observar uma reducdo significativa (p = 0,002) destes valores apds o
tratamento em todas as coletas, resultando na adequacédo de 83,3% (20/24) das

amostras de P4 ao limite fixado pela legislagéo (< 100 mg/L).
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Figura 28: Valores de sélidos suspensos totais (SST) em amostras de esgoto bruto (P1) e efluente
tratado (P4), no periodo de janeiro a dezembro de 2014. *VL: Valor limite estabelecido pela legislacgéo;
"' mg/L: miligramas por litro

Em geral, o tratamento de esgoto permitiu a adequacdo da maioria das
amostras de efluente aos limites estabelecidos na legislacdo para os parametros
fisico-quimicos. No entanto, a presenca de HAdV e RVA foi observada tanto nas
amostras de efluente tratado que estavam de acordo com os padrdes, quanto
naquelas que excederam os mesmos, com auséncia de associacao entre a deteccao
viral e a adequacédo do efluente aos parametros fisico-quimicos (Tabela 7). Essa
avaliacdo nao foi realizada para pH, visto que todas as amostras estavam dentro do
limite estabelecido.

Ao avaliar todas as amostras de esgoto (P1, P2, P3 e P4), independente da
etapa de tratamento realizada, a andlise quantitativa apontou a existéncia de

correlacfes positivas entre a carga viral e os parametros DQO, SS e SST (Tabela 7).
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Tabela 7: Resultados das andlises qualitativa e quantitativa realizadas entre a carga viral e os
parédmetros fisico-quimicos.

Anédlise qualitativa Anédlise quantitativa

Parametros fisico-quimicos

HAdV RVA HAdV RVA
Demanda bioquimica de oxigénio p = 0,869 p =0,962 p = 0,386 p = 0,585
r=0,134 r=0,085
Demanda quimica de oxigénio p =0,936 p = 0,494 p = 0,002" p < 0,001
r = 0,449 r = 0,450
Oleos e graxas p = 0,633 p =0,831 p = 0,930 p=0,571
r=-0,013 r=-0,084
pH - - p = 0,556 p = 0,608
r=-0,087 r=-0,076
Solidos sedimentaveis p = 0,594 p = 0,665 p = 0,027 p = 0,305
r =0,318 r=0,151
Solidos suspensos totais p = 0,584 p=0,784 p = 0,002 p = 0,010
r = 0,443 r =0,367

*Valor de p < 0,05, considerado significativo; “r: coeficiente de correlacdo de Pearson; HAdV:
adenovirus humano; RVA: rotavirus do grupo A.

No que diz respeito ao parametro microbiolégico, a contagem de coliformes
termotolerantes em P1 variou de 4,6 x 10 a 1,8 x 10" NMP/100mL, enquanto em P4
a variacdo foi de 1,0 x 10* a 8,7 x 10> NMP/100mL (Figura 29). Estes resultados
mostraram que o tratamento de esgoto por lodo ativado reduziu a contagem de
coliformes em duas unidades logaritmicas, com eficiéncia média de remocéo de
97,9% (p = 0,005). No entanto, todas as amostras de efluente tratado excederam os
padrdes considerados adequados (1000NMP/100mL) para o seu lancamento no Rio
Paraibuna. A contagem de coliformes termotolerantes e a carga de HAdV e RVA
variaram, aleatoriamente, nas amostras de P1 e P4, tendo sido observada a auséncia
de correlacédo entre essas duas variaveis, tanto para HAdV (r = 0,248; p = 0,292),
guanto para RVA (r = 0,344; p = 0,138).
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7 DISCUSSAO

7.1 Otimizacdo do protocolo de concentracdo viral para lodo de esgoto e

efluente tratado

O tratamento e a disposicao final do lodo de esgoto e do efluente tratado sao
etapas essenciais no gerenciamento de uma ETE, principalmente, considerando o
grande incentivo a utilizacdo do lodo na agricultura e a reutilizacdo de aguas
residuérias, tanto sob o aspecto ambiental, quanto econémico (SINGH e AGRAWAL,
2008; WANG et al., 2008; ROSARIO et al., 2009). Por outro lado, o reconhecimento
da presenca de patdgenos virais humanos entéricos capazes de resistir a0s processos
de tratamento (VIAU e PECCIA, 2009; WONG et al., 2010; PRADO et al., 2014) é
preocupante, pois o retorno destes subprodutos ao solo e/ou aos corpos d’agua pode
conferir risco de contaminacdo ambiental, com potenciais implicacfes para a saude
publica. Diante da necessidade de se estabelecer um manejo seguro para o lodo de
esgoto e o efluente tratado, mais estudos de monitoramento viral nestas matrizes
precisam ser desenvolvidos e impulsionados.

Nos dois estudos de otimizacdo, a utilizacdo de um controle interno (PP7)
permitiu 0 monitoramento das etapas envolvidas na concentracdo e deteccao viral,
confirmando a auséncia de resultados falso negativos, como observado em estudos
anteriores (MORALES-MORALES et al., 2003; RAJAL et al., 2007a,b, PRADO et al.,
2013; FUMIAN et al., 2013). Em geral, as taxas de recuperacao de PP7 e RVA foram
menores do que a observada para HAdV, o que provavelmente esta relacionado com
a menor estabilidade do RNA genémico de PP7e RVA e com as perdas associadas a
etapa de sintese de cDNA.

A diluicdo do &cido nucleico, antes da etapa de amplificacdo, garantiu
resultados mais robustos na quantificacdo viral, corroborando outros estudos
(GIRONES et al., 2010; CALGUA et al., 2013a,b; PRADO et al., 2013). Nos
experimentos realizados com lodo de esgoto, a presenca de inibidores potenciais da
gPCR foi evidenciada nas amostras nao diluidas, tanto para o virus de DNA, guanto

para os virus de RNA. Tal fato reflete a composi¢céo do lodo, que tende a apresentar



107

maior concentragdo de substancias inibidoras, exigindo a utilizagdo de amostras
diluidas (10'* and 10?) para a obtencéo de valores mais precisos de quantificacéo viral
(ROCK et al., 2010). O mesmo perfil foi observado nas amostras de efluente tratado
para o virus de DNA, enquanto os virus de RNA foram quantificados apenas nas
amostras néo diluidas e em sua menor diluicdo (10%). E provavel que essa diferenca
seja atribuida a menor carga viral presente no efluente tratado, que pode ter sido
influenciada pela diluicdo realizada na etapa de sintese de cDNA.

Nos estudos ja realizados com lodo, vérias técnicas de concentracao viral foram
utilizadas, algumas adaptadas de metodologias desenvolvidas para esgoto bruto e
tratado (SANO et al., 2003; GUZMAN et al., 2007; SCHLINDWEIN et al., 2010;
CALGUA et al., 2013a; MYRMEL et al., 2015). A maioria dessas técnicas requer
insumos mais caros e/ou infraestrutura laboratorial mais sofisticada (KATAYAMA et
al., 2008; FUMIAN et al., 2010; FUMIAN et al., 2013; PRADO et al., 2011).

Neste estudo (itens 5.4 e 6.1), alteracbes foram propostas no método de
floculagéo organica (CALGUA et al., 2013a), considerando a importancia de se dispor
de uma técnica economicamente mais acessivel para estudos no lodo. Sabendo que
essa matriz apresenta alta concentragcdo de matéria organica e cargas virais mais
elevadas do que o esgoto bruto (PRADO et al., 2014), inicialmente, as amostras de
lodo foram diluidas em um volume maior de tampéao. Essa modificacao foi realizada
com intuito de facilitar a eluicho das particulas virais adsorvidas aos solidos
suspensos, além de reduzir a concentracdo de inibidores presentes na amostra
(ROCK et al., 2010).

A alteracdo no tempo de agitacéo foi realizada considerando que um periodo
mais prolongado poderia favorecer a liberacdo de um nimero maior de particulas e,
consequentemente, um aumento na taxa de recuperacdo viral. No entanto, os
resultados mostraram que o maior tempo de agitacdo nado resultou em um efeito
positivo. E provavel que a maior exposicdo ao tampao basico (pH 9,5), tenha afetado
a integridade das particulas virais, reduzindo a eficiéncia do processo de
concentracgao.

A modificacdo na concentracdo de leite desnatado foi testada, levando em
conta que uma quantidade maior de particulas virais poderiam ser adsorvidas na
presenca de mais flocos. Os resultados obtidos no estudo mostraram que 0 aumento
na concentracdo do leite desnatado aumentou a eficiéncia de recuperacéo,

independentemente do periodo de agitacao.
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A analise geral das alterac6es propostas nesta primeira etapa do estudo
apontou a condicdo C como a melhor estratégia de concentragdo de HAdV em
amostras de lodo, garantindo uma elevada taxa de recuperacgéo viral (83,9%). Esse
resultado merece destaque quando comparado com as taxas de recuperagao
observadas em estudos realizados com técnicas mais onerosas, como a
ultracentrifugacao (7,3%) e a eluicdo com extrato de carne (4,2%) (PRADO et al.,
2014). Outras metodologias ja foram utilizadas em pesquisas de agentes virais no
lodo, dentre elas a descrita pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(United States Environmental Protection Agency - USEPA, 2003), a precipitagao por
polietilenoglicol (LEWIS e METCALF, 1988) e a eluicdo enzimatica (SANO et al.,
2003). No entanto, a maioria desses estudos ndo disponibiliza informacdes sobre a
taxa de recuperacao viral, o que impossibilita comparacdes de eficiéncia com o
meétodo utilizado neste trabalho.

Inicialmente, a técnica de floculagéo organica com leite desnatado foi proposta
para a concentracao de HAdV em agua do mar artificial e natural, com uma taxa média
de recuperacédo de 52% e 49%, respectivamente (CALGUA et al., 2008). A seguir, a
técnica foi adaptada para amostras de esgoto bruto (CALGUA et al., 2013a) e agua
doce (CALGUA et al., 2013b), com taxas de recuperacdo de HAdV variando de 30 a
95% e 22 a 29%, respectivamente. Logo, a eficiéncia do protocolo otimizado neste
estudo, também, se destaca por superar ou estar proxima daquelas observadas em
pesquisas realizadas com outras matrizes aquaticas, demonstrando a flexibilidade do
protocolo de floculacdo organica.

A eficiéncia do protocolo otimizado foi confirmada no estudo de campo
realizado com diferentes tipos de lodo de esgoto (itens 5.4.2 e 6.1.2), mostrando que
todos os concentrados avaliados estavam naturalmente contaminados com HAdV. Na
ETE de Juiz de Fora, foi observada uma maior quantidade de cépias de genoma de
HAdV nos concentrados obtidos na quarta semana de coleta. Esses resultados podem
refletir uma maior prevaléncia da infeccdo por HAdV ou um efeito da diluicdo de
inibidores, pelo grande volume de chuva coletado junto com o esgoto. Segundo dados
oficiais da Defesa Civil do municipio de Juiz de Fora, nos trés dias que antecederam
a quarta semana de coleta foram registrados 60 mm?2 de chuva, apés um periodo de
estiagem de 28 dias. De maneira semelhante ao observado para HAdV, as maiores

taxas de recuperacao de PP7, também, foram registradas na quarta semana de coleta,
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refor¢cando a hipotese da diluicdo de inibidores pelo volume de chuva, como descrito
em estudo anterior realizado em Manaus (MIAGOSTOVICH et al., 2008).

O protocolo otimizado também permitiu a detec¢do de HAdV nos concentrados
de lodo ativado obtidos na ETE do Rio de Janeiro. As menores cargas detectadas
nesta planta devem ser interpretadas com cautela, pois a mesma foi monitorada em
uma Unica semana. Embora, as duas ETEs avaliadas utilizem o mesmo processo de
tratamento, o lodo ativado gerado em cada estacdo de tratamento pode apresentar
caracteristicas distintas, atribuidas as particularidades da composicéo e ao volume do
esgoto bruto a ser tratado (VON SPERLING, 2014).

O estudo mostrou que o protocolo otimizado possibilitou a detec¢cdo de HAdV,
também, em lodo de esgoto adensado e digerido. Tais tipos de lodo sdo considerados
de maior complexidade, tendo em vista a adicdo de polieletrolitos e o processo de
estabilizacdo por digestédo, que tendem a tornar a deteccéo viral mais dificil. De fato,
neste trabalho foi observada uma redugéo de cerca de uma unidade logaritmica na
carga de HAdV detectada nos concentrados de lodo adensado, quando comparada
com o lodo digerido. Resultado semelhante foi descrito, anteriormente, para
enterovirus (MONPOEHO et al., 2004), mostrando que o processo de digestao esta
associado a uma reducao da carga viral. As variacdes observadas na recuperacao de
PP7 na ETE do Rio de Janeiro, provavelmente, refletem as caracteristicas distintas
das amostras de lodo ativado, adensado e digerido.

A recuperacao de PP7 pode indicar a provavel utilidade deste protocolo para
deteccdo de outros virus entéricos humanos de RNA. No entanto, estudos futuros
devem ser conduzidos para uma melhor avaliacdo sobre a taxa de deteccdo dos
mesmos.

Em relacdo ao efluente tratado, as baixas taxas de recuperacado viral
observadas no estudo de monitoramento, quando se utilizou a técnica de
concentracdo descrita para esgoto bruto (CALGUA et al., 2013a), motivou o estudo
de otimizacdo do protocolo original, buscando melhorar os resultados obtidos nesta
matriz (itens 5.5 e 6.2).

A primeira modificacdo avaliou a necessidade de centrifugacdo da amostra de
efluente tratado, no estagio inicial do processo de concentracao. De fato, observou-se
gue a nao realizacdo desta etapa aumentou as taxas de recuperacao dos trés virus
pesquisados (HAdV, RVA e PP7). Como as particulas virais que persistem no efluente

tratado tendem a estar associadas a pequenos materiais coloidais (TEMPLETON et
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al., 2008; OKOH et al., 2010), é provavel que a centrifugagdo contribua para a perda
destas particulas, eliminando-as juntamente com o sedimento. Os resultados
indicaram que a primeira centrifugacdo pode ser dispensada, pois 0 baixo teor de
sélidos em suspensao presentes nestas amostras nao afetou as etapas seguintes do
protocolo de concentracdo. Além disso, a presenca destes soélidos pode favorecer a
adsorcdo das particulas virais (TEMPLETON et al., 2008; OKOH et al., 2010) e,
consequentemente, a sua recuperacao no final do processo.

A segunda alteracéo foi realizada para avaliar o efeito da concentragao final de
leite desnatado na eficiéncia do protocolo. Como observado com as amostras de lodo,
anteriormente, a solugdo mais concentrada de leite desnatado favoreceu a adsorgéao
de um numero maior de particulas virais, aumentando a taxa de recuperacdo de
HAdV, RVA e PP7, principalmente, quando a centrifugacao nao foi realizada. Esse
resultado é importante, pois aumenta a chance de deteccdo destes patogenos,
especialmente, quando se considera a menor carga viral observada em amostras de
efluente tratado (FUMIAN et al., 2011, 2013).

Na analise conjunta das alteracoes, a condicdo D’ foi a estratégia mais eficiente
de concentracéo viral, permitindo as maiores taxas de recuperacéao de HAdV (69,8%),
RVA (48,6%) e PP7 (64,3%). Uma busca extensiva na literatura mostrou que HAdV e
RVA ja foram pesquisados em amostras de efluente tratado usando diferentes
técnicas de concentracao viral, tais como ultracentrifugacdo (FUMIAN et al., 2011,
2013), adsorcéao e eluicdo em membrana carregada negativamente (KATAYAMA et
al., 2008; FERREIRA et al., 2009; FONG et al., 2010; HATA et al., 2013; PRADO et
al.,, 2011; KITAJIMA et al.,, 2014; ADEFISOYE et al., 2016) e precipitacdo por
polietilenoglicol (AW e GIN, 2010; MYRMEL et al., 2015), que pode ser precedida de
eluicdo com extrato de carne (BOFILL-MAS et al., 2006; SDIRI-LOULIZI et al., 2010;
HASSINE-ZAAFRANE et al., 2015). Dentre todos estes estudos, a recuperacdo de
HAdV foi descrita apenas por Boffil-Mas e colaboradores (2006), com taxas de
eficiéncia variando de 2 a 25%, um resultado bem inferior ao observado neste estudo.
Outras comparac0des entre a eficiéncia do protocolo otimizado para efluente tratado e
os demais métodos de concentracdo viral ndo foram possiveis, devido a inexisténcia
de dados sobre as taxas de recuperacdo de HAdV e RVA nestes estudos.

A eficiéncia do protocolo otimizado para efluente tratado foi confirmada no
estudo de campo realizado com amostras coletadas em 2015, na ETE de Juiz de Fora.

A carga de HAdV foi semelhante aquela observada em estudos de monitoramento
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realizados no Brasil (PRADO et al., 2011; FUMIAN et al., 2013), no Japéao (HATA et
al.,, 2013) e na Espanha (BOFILL-MAS et al., 2006) que, no entanto, utilizaram
metodologias de concentracao viral de alto custo. Por outro lado, com relagdo aos
RVA, tanto o percentual de positividade, quanto a carga viral foram menores quando
comparados com estudos anteriores (FUMIAN et al., 2011; PRADO et al., 2011;
KITAJIMA et al., 2014; HASSINE-ZAAFRANE et al., 2015). Além das diferencas nos
métodos de concentragdo utilizados, essa variacdo observada na carga de RVA pode
refletir a circulacdo destes virus nas populacdes testadas.

A presenca de virus gigantes na amostra de efluente tratado, concentrada pelo
protocolo otimizado, mostrou que o mesmo pode ser aplicado com sucesso, também,
nas pesquisas destes virus (itens 5.5.3 e 6.2.3). Esse resultado merece destaque,
visto que a maioria dos métodos de concentracdo inviabiliza a deteccdo de alguns
virus gigantes, como os mimivirus e os marseillevirus, que séo eliminados junto com
0 sedimento, apos centrifugacéo a 3.000 x g por cinco minutos. Outra caracteristica
da concentracao por floculagéo orgéanica que torna o protocolo otimizado adequado a
pesquisa € o fato do mesmo néo envolver etapa de filtracdo, considerada como o
principal impedimento para o isolamento viral, ja que a maior parte dos virus gigantes
ficam retidos em poros de 0,2 um (LA SCOLA et al., 2003).

A técnica de floculacdo orgéanica é mais rapida, facil e econdmica, quando
comparada com as demais técnicas utilizadas para concentracéo viral em efluente
tratado. Os resultados satisfatorios observados neste estudo indicaram que o
protocolo otimizado para efluente tratado € uma alternativa promissora, ndo apenas
para a deteccéo virus menores como HAdV e RVA, mas também para pesquisa de
virus gigantes. Tal fato mostra o potencial de utilizacdo deste protocolo em pesquisas
de prospeccado destes ultimos, principalmente, considerando o grande repertério
genético dos mesmos, ainda nao totalmente explorado. Desde o primeiro relato de
isolamento de mimivirus (LA SCOLA et al., 2003), muitos virus gigantes ja foram
detectados em diferentes tipos de amostras ambientais, bem como em amostras
clinicas (LA SCOLA et al., 2008; ARSLAN et al., 2011; SAADI et al., 2013; CAMPOS
et al.,, 2014; DORNAS et al., 2014a; SCHEID et al., 2014; ANDRADE et al., 2015;
RETENO et al., 2015). A maioria destes estudos tem demonstrado um alto percentual
de positividade de virus gigantes em amostras de solo, 4gua e esgoto, destacando a
sua ubiquidade no ambiente (PAGNIER et al., 2013; CAMPOS et al., 2014; DORNAS
et al., 2014a,b; RETENO et al., 2015).
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Os ECP de arredondamento e lise de amebas, observados apds o cultivo da
amostra, sdo bem caracteristicos e ja foram descritos para todos os virus gigantes
gue parasitam amebas do género Acanthamoeba spp. (PAGNIER et al., 2013;
CAMPOS et al., 2014; RETENO et al., 2015). Os resultados positivos observados nas
reacbes de gPCR, utilizando alvos distintos, indicaram que o mimivirus detectado
neste estudo, provavelmente, pertence a linhagem A, a mais frequente encontrada
nos estudos brasileiros (DORNAS et al., 2014a,b; ANDRADE et al., 2015). A deteccao
de mimivirus no efluente tratado mostrou que estes virus também podem resistir ao
processo de tratamento de esgoto por lodo ativado, como observado em um estudo
realizado na Lagoa da Pampulha, em Belo Horizonte. Neste estudo, 0os mimivirus
foram detectados em 44% das amostras avaliadas, sugerindo que nem mesmo um
processo quimico pode ser suficiente para eliminar esses virus da agua (DORNAS et
al., 2015).

7.2 Monitoramento de adenovirus e rotavirus

Os estudos de monitoramento de virus entéricos em ETEs sdo fundamentais
para avaliar a circulacdo destes patdgenos no ambiente e na populacdo (BOSCH et
al., 2008; AW e GIN, 2010; FUMIAN et al., 2011). Além disso, estes estudos podem
gerar informacdes sobre o desempenho dos processos de tratamento de esgoto na
remocdo de virus, principalmente, considerando que o tratamento secundario,
predominantemente utilizado nos municipios brasileiros, ndo garante a completa
eliminacdo de patdgenos (GERBA e PEPPER, 2014). No que diz respeito aos virus
entéricos, varios trabalhos ja descreveram a sua resisténcia aos processos de
tratamento de esgoto (FONG et al., 2010; FUMIAN et al., 2010; PRADO et al., 2011)
e a auséncia de associacao entre estes virus e os indicadores bacterianos utilizados
para monitorar a qualidade microbiolégica da dgua (MORESCO et al., 2012; VIEIRA
et al., 2012; ASSIS et al., 2015). Esta realidade é preocupante, pois o retorno do lodo
e/ou do efluente a natureza, ainda que tratado, pode resultar na introducdo destes
patdégenos humanos nos corpos de agua superficiais e/ou no solo, contribuindo para

a contaminacao ambiental.
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No estudo de avaliacéo da eficiéncia do método de concentragéo (itens 5.6.1 e
6.3.1), a combinacdo desses protocolos com técnicas moleculares de deteccao
permitiu a recuperacéo de HAdV, RVA e PP7 nas diferentes etapas do tratamento de
esgoto. O protocolo de floculagdo organica descrito para amostras de esgoto bruto
(CALGUA et al., 2013a) apresentou resultados satisfatorios (taxa de recuperacéo viral
> 30%) quando aplicado em amostras de esgoto bruto (P1) e primario (P2). Por outro
lado, ao concentrar amostras de efluente tratado (P4) com este mesmo protocolo
foram observadas baixas taxas de recuperacao para HAdV (4,2%), RVA (5,7%) e PP7
(13,1%). Esse resultado pode ser explicado pela maior fragilidade do sedimento obtido
no final do processo de concentragdo das amostras, facilmente perturbado durante o
descarte do sobrenadante, o que pode ter levado a perda de particulas virais. Embora
o0 protocolo otimizado para efluente tratado tenha aumentado as taxas de recuperacéo
viral, 0 mesmo so foi realizado apds o estudo de monitoramento, ndo tendo sido
aplicado nas amostras de 2014, o que provavelmente implica em cargas virais
subestimadas em P4. Nas amostras de lodo (P3), a utilizacdo do protocolo otimizado
garantiu uma taxa consideravel de recuperacao de HAdV, RVA e PP7, especialmente,
considerando a maior dificuldade de trabalhar com virus de RNA. Em conjunto, estes
resultados mostram que a taxa de recuperacao viral ndo depende apenas dos
métodos de concentracdo e deteccdo utilizados, mas também do tipo de amostra
(ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009; HARAMOTO et al., 2009; HMAIED et al., 2016),
apontando a importancia de se adaptar os protocolos, de acordo com as
caracteristicas da amostra, para melhorar o seu rendimento.

O uso de controle interno e a diluicdo do acido nucleico, antes da etapa de
amplificacéo, foram estratégias importantes para a obtencao de resultados confiaveis.
O PP7 foi detectado em todas as amostras avaliadas no estudo de monitoramento,
com taxas médias de recuperacdo semelhantes aquelas observadas na avaliacdo de
eficiéncia do método para cada ponto de coleta. Vale ressaltar, entretanto, que a taxa
média de recuperacdo de PP7 observada no estudo de monitoramento em P4 (12,4%)
poderia ter sido maior, se o protocolo otimizado para efluente tratado tivesse sido
utilizado.

Durante o estudo de monitoramento (itens 5.6 e 6.3), um alto percentual de
positividade de HAdV (85,4%) foi verificado nos concentrados de esgoto,
corroborando resultados observados em ETEs de Sao Paulo (SANTOS et al., 2004;
BARRELLA et al., 2009), Florianopolis (SCHLINDWEIN et al., 2010) e Rio de Janeiro
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(PRADO et al., 2010; FUMIAN et al., 2013), nos quais a taxa de deteccéo viral variou
de 71 a 100%. A deteccao de RVA em 52,1% dos concentrados de esgoto avaliados
foi semelhante a resultados anteriores, quando taxas de positividade variando de 32,2
a 50% foram descritas em pesquisas realizadas em outras ETEs no Brasil (FERREIRA
et al., 2009; PRADO et al., 2011), na China (HE et al., 2011) e na Franca (ARRAJ et
al., 2008). Por outro lado, taxas de deteccao de RVA superiores a 70% ja foram
relatadas em outras ETESs brasileiras (FUMIAN et al., 2011; PRADO et al., 2011), bem
como nos Estados Unidos (KITAJIMA et al., 2014) e na Tunisia (HASSINE-
ZAAFRANE et al., 2015). Percentuais de positividade de RVA maiores foram
observados em estudos realizados apenas com amostras de esgoto bruto, com taxas
variando de 85,7 a 100% (VILLENA et al., 2003; FUMIAN et al., 2010; BARRIL et al.,
2015). Esses resultados foram obtidos utilizando-se diferentes metodologias e, por
isso, podem sofrer influéncia de fatores ambientais distintos. Embora tal fato dificulte
comparacdes, juntos estes resultados reforcam a importancia do desenvolvimento de
estudos de monitoramento em diferentes regides para avaliar a disseminacéo desses
virus no ambiente (KIULIA et al., 2015).

A deteccdo de HAdV e RVA nas amostras de esgoto obtidas na ETE Barbosa
Lage aponta a circulacéo destes virus na populacéo de Juiz de Fora, uma vez que 0s
mesmos sao excretados nas fezes de individuos infectados, sintomaticos ou
assintomaticos (BERK, 2013; ESTES e GREENBERG, 2013). De fato, estudos
clinicos realizados neste municipio, no periodo 2002 a 2011, comprovaram a
participacdo de RVA (ASSIS et al., 2013) e de HAdV (REIS et al., 2016) em casos de
DDA. A presenca de RVA foi detectada, também, em um estudo ambiental recente
realizado em Juiz de Fora, que evidenciou a contaminacao de aguas superficiais pelo
despejo de esgoto ndo tratado (ASSIS et al., 2015), mostrando uma conexao entre 0s
resultados obtidos em estudos clinicos e ambientais, quando desenvolvidos em uma
mesma area geografica. Diante desta realidade, a combinacao destes estudos deve
ser estimulada, principalmente, se realizados de forma simultanea, pois seus
resultados podem indicar o predominio e a circulacdo de novos genotipos virais na
populacéo, contribuindo com os estudos de vigilancia epidemioldgica.

Com relacéo a dinamica do tratamento de esgoto, as cargas mais elevadas de
HAdV e RVA foram observadas nas amostras de esgoto primario obtidas no tanque
de equalizacéo (P2). Diante da possivel remogé&o de particulas virais na caixa de areia

e do despejo de percolado de aterro sanitario (chorume) apés P1, que provavelmente
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contém muitos inibidores da gPCR, era de se esperar uma reducao da carga viral em
P2. Por outro lado, o maior tempo de retencdo do esgoto no tanque de equalizagao e
a agitacao constante que ocorre nesta etapa do tratamento podem favorecer a maior
concentracdo de virus, devido a homogeneizacao do esgoto, que chega de forma
intermitente, podendo apresentar diferentes cargas virais. A detec¢ao de cargas virais
elevadas no lodo (P3) deve ser atribuida aos residuos sélidos que se concentram
nesta matriz apos a sedimentagao, nos quais grande parte das particulas virais estdo
adsorvidas (HATA et al., 2013). Por outro lado, 0 menor nimero de amostras positivas
em P3 pode ser explicada pela grande quantidade de substancias inibidoras, que
também se concentram nesta matriz, e que podem interferir com as técnicas de
deteccdo. O menor numero de amostras positivas e as menores cargas virais
detectadas no efluente tratado (P4) devem-se a remocdo de particulas virais
associadas aos materiais particulados, em decorréncia dos processos fisicos
utilizados, como a filtracéo e a sedimentacao (TEMPLETON et al., 2008; HATA et al.,
2013).

De modo geral, o tratamento de esgoto por lodo ativado resultou na reducao
significativa da carga de HAdV e RVA, quando comparados os valores observados no
esgoto bruto e no efluente tratado. No entanto, é importante destacar que mesmo com
carga reduzida ainda foi possivel detectar estes virus, mostrando sua persisténcia no
efluente tratado. E provavel que as particulas virais resistentes ao tratamento estejam
associadas a materiais coloidais, com tamanho inferior a 10 pm, que passam pelos
processos fisicos do tratamento e protegem os virus, contribuindo com a sua
estabilidade no ambiente por longos periodos de tempo (TEMPLETON et al., 2008;
OKOH et al., 2010). Tal observacéo ja foi relatada por outros autores em pesquisas
realizadas em ETEs que utilizam o mesmo tratamento (FERREIRA et al., 2009;
FUMIAN et al.,, 2011; KITAJIMA et al., 2014; HASSINE-ZAAFRANE et al., 2015;
MYRMEL et al., 2015), inclusive apdés a etapa de desinfeccdo por cloracéo
(PETRINCA et al., 2009; FONG et al., 2010; PRADO et a., 2011; ADEFISOYE et al.,
2016). Assim, o despejo deste efluente, ainda que tratado, em corpos d’agua
receptores pode resultar na disseminacdo de HAdV e RVA no ambiente. Estes fatos
geram davidas a respeito do impacto de diferentes tipos de tratamento sobre a carga
viral e devem estimular melhorias nestes processos, a fim de que possam realmente

auxiliar na reducéo dos riscos de contaminacdo ambiental por estes patdégenos.
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O HAdV foi detectado em amostras de diferentes etapas do tratamento de
esgoto, com variacdes da carga viral ao longo dos meses do ano, confirmando a
auséncia de sazonalidade da infeccao, descrita na literatura (KATAYAMA et al., 2008;
BARRELLA et al., 2009; FONG et al., 2010; SCHLINDWEIN et al., 2010, FUMIAN et
al., 2013). Nas amostras de lodo (P3), os HAdV né&o foram detectados no periodo de
marco a junho. As amostras destas coletas foram processadas juntamente com as de
outras coletas, nas quais houve deteccdo destes virus em P3, diminuindo assim a
possibilidade de ocorréncia de falhas na execucao das técnicas de concentracéo,
extracdo e qPCR. Além disso, houve deteccdo de HAdV em P1, P2 e P4 nestas
mesmas coletas, sugerindo que neste periodo as amostras de P3 tenham
apresentado uma maior concentragao de inibidores, inviabilizando a detecc¢ao viral.

Em conjunto, os dados de deteccdo e carga refletem a ampla disseminacéo
dos HAdV em amostras de esgoto, independente de variagdes sazonais, mostrando
sua estabilidade no ambiente, mesmo em amostras de efluente tratado. Resultados
semelhantes foram descritos em estudos com amostras de esgoto bruto e/ou efluente
tratado realizados em varios paises, reforcando o potencial dos HAdV como indicador
viral de contaminacéo fecal humana (AW e GIN, 2010; HATA et al., 2013; FUMIAN et
al., 2013; KITAJIMA et al., 2014; MYRMEL e tal., 2015; ADEFISOYE et al., 2016). A
presenca dos HAdV também foi observada em agua doce, salobra e do mar,
provavelmente, em decorréncia da contaminacdo destas matrizes com esgoto
(HAMZA et al., 2009; MORESCO et al., 2012; VIEIRA et al., 2012; CALGUA et al.,
2013b; MIAGOSTOVICH et al., 2014; VECCHIA et al., 2015; ELMAHDY et al., 2016;
VIEIRA et al., 2016). Tal fato confirma a estabilidade destes virus em diferentes
amostras ambientais, o0 que merece atencdo especial no que diz respeito aos
interesses de saude publica, considerando o possivel consumo e/ou 0 uso recreativo
destas matrizes.

A presenca de RVA também foi observada nas amostras de diferentes etapas
do tratamento de esgoto, predominantemente, na época mais seca do ano, com
cargas virais mais elevadas neste periodo, que se estende de maio a setembro em
Juiz de Fora. Este resultado sugere o retorno de um perfil sazonal destas infeccoes,
anteriormente, observado em estudos clinicos realizados neste municipio (ROSA E
SILVA et al., 2001; ROSA E SILVA et al., 2002) e em outras cidades do sudeste do
Brasil (ARAUJO et al.,, 2002; CARVALHO-COSTA et al., 2006). Alteragbes neste

cenario foram observadas apoés a introdugédo da vacina contra RVA, quando estes
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virus passaram a ser detectados ao longo de todo o0 ano em estudos clinicos (RABONI
et al., 2014) e ambientais (FUMIAN et al., 2011; ASSIS et al., 2015), realizados nesta
mesma regido. Assim, mais uma vez destaca-se a importancia de realizar estudos
clinicos e ambientais simultdneos para compreender melhor a epidemiologia das
infecgbes causados por virus entéricos.

O delineamento dos estudos de monitoramento ambiental requer cuidados com
a determinacao da amostragem, principalmente, no que se refere ao tipo de amostra.
Aliada a representatividade, € fundamental garantir a homogeneidade das amostras
nas pesquisas realizadas em ETEs, devido a operacao ininterrupta do tratamento.
Neste contexto, a obtencdo de amostra composta € imprescindivel para avaliar o real
impacto do tratamento de esgoto, visto que o0s parametros fisico-quimicos e
microbiolégico, incluindo a carga viral, podem sofrer variagbes ao longo do tempo
(MYRMEL et al., 2015). De fato, dois estudos recentes, realizados apenas com
amostras simples, descreveram a ocorréncia de amostras negativas no esgoto bruto
e positivas no efluente tratado e/ou a deteccéo de cargas virais mais elevadas apos o
tratamento (KITAJIMA et al., 2014; HASSINE-ZAAFRANE et al., 2015). Segundo os
autores, esses resultados conflitantes poderiam ser explicados pela obtencdo de
amostra simples (uma aliquota), colhida ao mesmo tempo na entrada e na saida da
ETE, o que desconsidera o tempo de retencdo necessario para o tratamento, criando
um viés na sua avaliacdo. No presente estudo, a deteccéo e a determinacdo da carga
de HAdV e RVA nao sofreram alteracdes significativas quando avaliadas em amostras
simples e compostas. No entanto, a obtencdo de amostras compostas em P1 e P4
(19 das 24 coletas) permitiu a avaliacdo do impacto do tratamento de esgoto, ao
garantir o tempo de retencdo necessario para o tratamento, mostrando que houve uma
reducao significativa da carga viral ap0s este processo.

O HAdV entérico tipo 41 foi o Unico encontrado nas amostras de esgoto
avaliadas neste estudo, confirmando relatos prévios que demonstraram uma maior
prevaléncia da espécie F em matrizes aquaticas (FONG et al., 2010; MYRMEL et al.,
2015). Esta tendéncia também foi observada em pesquisas brasileiras desenvolvidas
em outras ETEs da regido sudeste (SANTOS et al., 2004; BARRELLA et al., 2009;
FUMIAN et al., 2013), tendo sido sugerido que a persisténcia destes virus em
ambientes naturais pode estar relacionada a sua maior resisténcia a radiagdo com luz
ultravioleta (KO et al., 2005; BAXTER et al., 2007). A prevaléncia de HAdV 41 também

foi descrita em estudos clinicos, que o0 apontam como um importante agente etioldgico
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de gastroenterite infantil, em todo o mundo (BANYAI et al., 2009; VERMA et al., 2009;
DEY et al., 2011; REIS et al., 2016). O elevado percentual de identidade nucleotidica
observada entre as amostras de HAdV 41 detectadas em estudos clinico (KF840488;
KF840495, KF840506; KF840510 e KF840515) e ambiental realizados em Juiz de
Fora, ainda que em periodos diferentes, reforca a importancia da abordagem
ambiental no a&mbito da vigilancia epidemioldgica, ao contribuir com informacdes sobre
a circulagéo dos virus na populacao.

O sequenciamento e andlise do gene VP6 mostrou a presengca de RVA
pertencente ao gendtipo 11 na ETE de Juiz de Fora. Estes virus mostraram uma
relacdo genética proxima com RVA detectados em estudos clinicos e ambientais
realizados em diferentes paises, no periodo 1998-2013, inclusive em amostras
detectadas em aguas superficiais de Juiz de Fora (KF853550; KF853551; KF853554
e KF853557), contaminadas com esgoto (ASSIS et al., 2015). A maior identidade das
amostras detectadas neste estudo com sequéncias previamente caracterizadas como
G1P[8], G3P[8], G9P[8] e G12P[8] reforcam estudos anteriores, que relataram que
RVA humanos pertencentes ao genotipo 11 sédo, geralmente, classificados como
gendtipos G (G1, G3, G4 ou G9) e P[8], com base na analise dos genes VP7 e VP4,
respectivamente (MATTHIIJNSSENS et al., 2008a).

O emprego de técnicas moleculares, tais como a PCR, representou um grande
avanco no monitoramento ambiental de virus. No entanto, estas técnicas nao
fornecem informacfes sobre a infecciosidade da particula viral, uma vez que o
genoma detectado pode ser oriundo de particulas infecciosas ou de virus inativados
e/ou defectivos (GASSILLOUD et al., 2003; FONG e LIPP, 2005; HARAMOTO et al.,
2007; HAMZA et al., 2009; GIRONES et al., 2010). Por outro lado, alguns autores
acreditam que a deteccdo do genoma viral em matrizes aquaticas pode indicar a
presenca recente de particulas virais, considerando-se a menor estabilidade do acido
nucleico livre em ambientes aquaticos (CARDUCCI et al., 2003). Essa hipotese de
gue as técnicas moleculares podem ser utilizadas para indicar a contaminacéo viral
foi reforcada por Espinosa e colaboradores (2008), que observaram uma boa
correlacdo entre a infecciosidade viral e a persisténcia do material genético de RVA e
astrovirus, em aguas superficiais. Além disso, as técnicas moleculares sé&o
ferramentas importantes para pesquisas de virus entéricos considerados fastidiosos.

A técnica de PCR pode ser associada a um pré-tratamento da amostra com

intercalantes de acidos nucleicos, tais como a monoazida de propidio (do inglés
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propidium monoazide - PMA) e a monoazida de etidio (do inglés ethidium monoazide
- EMA). Esta estratégia foi proposta com intuito de alcancar resultados mais seguros
sobre a infecciosidade das particulas virais, sendo utilizada com sucesso em estudos
realizados com virus entéricos (PARSHIONIKAR et al., 2010; SANCHEZ et al., 2012).
O ensaio baseia-se na penetracdo do PMA ou EMA pelo capsideo danificado ou
comprometido, o que ocorre quando a particula viral se encontra inativada e/ou ndo
infecciosa (PARSHIONIKAR et al., 2010). Apés um periodo adequado de exposicao
da amostra a luz, o PMA ou EMA sofre modificacdes e se liga ao genoma viral (DNA
ou RNA) de forma covalente, tornando o material genético das particulas nédo
infecciosas indisponivel para amplificacdo por PCR (PARSHIONIKAR et al., 2010;
TAYLOR et al., 2014). Por outro lado, a integridade do capsideo viral impede a entrada
do composto intercalante (PMA / EMA), possibilitando a amplificacdo e posterior
deteccdo do material genético oriundo de particulas infecciosas (PARSHIONIKAR et
al., 2010; SANCHEZ et al., 2012; TAYLOR et al., 2014).

Uma outra alternativa atual, que vem sendo observada com frequéncia, é a
utilizacdo da cultura de células integrada a PCR, combinando a sensibilidade e a
especificidade dessas técnicas (FONGARO et al., 2015). Esta estratégia permite que
apenas particulas infecciosas sejam propagadas e, posteriormente, detectadas por
métodos moleculares, 0 que a torna apropriada, até mesmo para virus que nao
produzem ECP (FONG e LIPP, 2005).

Antes de avaliar a viabilidade das particulas de HAdV, todos os concentrados
de efluente tratado obtidos neste estudo foram submetidos a sonicacdo e
centrifugacéo. Este processamento foi realizado com intuito de reduzir a quantidade
de leite desnatado presente no concentrado, uma vez que este pode ter efeito
citotoxico sobre as células durante o cultivo (HAKANSSON et al., 1995; MAO et al.,
2009). Em adicdo, os concentrados foram centrifugados em alta velocidade e
ressuspensos em PBS 1X. O mesmo procedimento foi aplicado ao controle de virus,
gue apresentou ECP nas duas passagens de cultivo, mostrando que esta
centrifugacgéo garantiu a sedimentacdo de pelo menos uma parte das particulas virais.
A suspensao do sedimento em PBS 1X foi adotada para reduzir o efeito do tampéo
fosfato 0,2M, utilizado no protocolo de concentracédo viral, que se mostrou téxico para
as células em experimentos iniciais. E provavel, que esse efeito seja consequéncia da
elevada concentracdo de sais de fosfato presente neste tampéo, que € cerca de 20

vezes maior do que a observada na composicdo do tampao PBS 1X (0,01M),
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amplamente utilizado em experimentos de cultivo celular. De fato, a detec¢ao de HAdV
ja foi realizada com sucesso em suspensfes de concentrados de lodo de esgoto,
efluente tratado e aguas superficiais, preparadas com PBS 1X (SCHLINWEIN et al.,
2010; WONG et al., 2010; ELMAHDY et al., 2016). Cabe ressaltar que todo esse
processamento antes do cultivo foi importante, pois nenhum concentrado foi toxico
para as células, o que possibilitou o estudo de determinacdo de viabilidade das
particulas de HAdV.

O cultivo de HAdV tem sido realizado com sucesso em diversas linhagens
celulares, com destaque para as células HEK293 e A549, que apresentam um melhor
desempenho na avaliacdo de contaminacdo ambiental por este virus, inclusive para
os tipos entéricos (40 e 41), que apresentam um crescimento muito lento, podendo
produzir pouco ou nenhum ECP (JIANG, 2006; JIANG et al., 2009). Neste trabalho, a
observacéo de ECP caracteristico de HAdV em células A549 e HEK293 indicou a
presenca de particulas virais viaveis na maioria dos concentrados de efluente tratado
testados. Este resultado foi confirmado pelo gPCR, com deteccéo viral e observacéo
do aumento da carga viral apds o cultivo. Juntos estes dados reforcam a existéncia
de um risco potencial a saude publica, em decorréncia do retorno do efluente aos
corpos d’agua receptores e da possibilidade de uso recreativo destas matrizes. A
situacao torna-se mais critica, diante da possibilidade de captacdo destes corpos
d’agua para producdo de agua potavel, considerando a resisténcia desses virus ao
processo de cloracéo, aplicado ao controle da populacéo bacteriana (CARTER, 2005).
O envolvimento dos virus entéricos em surtos de doencas veiculadas pela agua
descrito em varios paises (KUKKULA et al., 1997; GALLAY et al., 2006; MARTINELLI
et al., 2007; GREER et al. 2009; SINCLAIR et al., 2009) aponta para a necessidade
de desenvolver estudos de risco microbiolégico com virus entéricos, diante da ampla
disseminacao e persisténcia destes patdgenos no meio ambiente (CARTER, 2005).
Neste contexto, destaca-se a analise quantitativa de risco microbiolégico (do inglés —
Quantitative Microbial Risk Assessment — QMRA), uma ferramenta Gtil para estimar a
dose de exposicdo a um patégeno que tem probabilidade de estabelecer infecgcéo e
doenca em um individuo, em um cenario especifico (HAAS et al., 1999). Apesar da
importancia destes estudos, até o momento, foram geradas poucas informacdes sobre
as estimativas de riscos relacionados a presenca de virus entéricos em agua de
consumo, recreativas ou de reuso, devido ao custo e a complexidade das analises
(WAARBEEK et al., 2010; BARKER et al., 2013).
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A andlise dos parametros fisico-quimicos (itens 5.6.5 e 6.3.5) mostrou um
desempenho satisfatério do tratamento de esgoto por lodo ativado empregado na ETE
Barbosa Lage, com relagdo a remocédo de matéria organica. A reducéo dos valores de
DBO e DQO apds o tratamento e, também, os valores elevados da relacdo DQO/DBO,
observados na maioria nas amostras de efluente tratado, evidenciaram a eficiéncia do
tratamento na degradacdo da matéria organica. O teor de Oleos e graxas variou
bastante durante o estudo e permaneceu elevado na metade das amostras de efluente
tratado. Estes compostos sdo considerados indesejaveis, por formarem uma densa
camada de gordura na superficie dos tanques da ETE, além de se depositarem no
interior das tubulacdes, provocando entupimentos que prejudicam a eficiéncia do
tratamento do esgoto (ORSSATTO et al., 2010). Com relacdo ao pH, os valores
observados neste estudo caracterizaram um ambiente ligeiramente alcalino nas
amostras de esgoto bruto e efluente tratado, como observado anteriormente por
outros pesquisadores (EMMANUEL et al., 2009), indicando que o tratamento nao teve
influéncia sobre este parametro.

O tratamento de esgoto também resultou na reducéo de sélidos presentes no
esgoto, mas apresentou eficiéncia de remocéo variavel para os parametros SS e SST.
A adequacao de apenas 50% das amostras ao limite determinado pela legislacéo para
SS pode refletir uma falha do sistema de tratamento. E provavel que tenha ocorrido
“fuga de sdlidos” para o efluente tratado durante a etapa de decantagcdo, o que
explicaria os valores elevados de SS observados apds o tratamento.

Considerando todos os parametros fisico-quimicos avaliados nas amostras de
efluente tratado, é possivel observar que o tratamento de esgoto permitiu a adequacéo
de muitas dessas amostras de efluente aos limites estabelecidos na legislacdo. No
entanto, vale ressaltar que HAdV e RVA foram detectados, tanto nas amostras de
efluente tratado que estavam de acordo com os padrdes, quanto naquelas que
excederam 0s mesmos. Isso mostrou que a adequacdo do efluente tratado aos
parametros fisico-quimicos ndo garantiu a auséncia de contaminagdo viral. Em
adicdo, a analise quantitativa de todas as amostras de esgoto (P1 a P4) revelou a
existéncia de relacdo direta entre a carga viral e os parametros DQO, SS e SST. Esses
resultados mostraram que a probabilidade de detectar cargas virais mais elevadas
aumenta em amostras com valores maiores de DQO e alto teor de sdlidos,

confirmando a forte tendéncia que os virus apresentam de se adsorverem a matéria
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organica e aos materiais particulados (CARTER, 2005; TEMPLETON et al., 2008;
OKOH et al., 2010).

O desempenho do tratamento de esgoto no Brasil tem sido avaliado, apenas,
pela contagem de indicadores bacterianos, como coliformes termotolerantes e
coliformes totais. Entretanto, o uso destes parametros como indicador de
contaminacao fecal humana, vem sendo questionado e tem se mostrado inadequado,
em funcao das diferencas existentes entre os diferentes grupos de patégenos. Varias
caracteristicas comuns aos coliformes tornam inconveniente 0 seu uso como
indicadores de contaminacdo: maior sensibilidade a luz solar e ao tratamento de
desinfeccéo, aplicado em estacfes de tratamento de agua e esgoto; menor tempo de
sobrevivéncia, quando comparados a outros patdgenos; ndo sdo encontrados,
exclusivamente, nas fezes humanas, mas também em fezes animais e, naturalmente,
no solo; capacidade de se multiplicar em varios ambientes e, principalmente, pela
fraca correlacdo encontrada entre sua contagem e de varios agentes patogénicos
(SCOTT et al., 2002; FONG e LIPP, 2005; SAVICHTCHEVA e OKABE, 2006).

Neste estudo, o tratamento de esgoto por lodo ativado apresentou uma
eficiéncia de remocéao de coliformes termotolerantes proxima de 100%, concordando
com resultados ja obtidos apds este tipo de tratamento secundario (PETRINCA et al.,
2009; HATA et al., 2013). No entanto, devido a elevada carga de coliformes detectada
no esgoto bruto (cerca de 10’ NMP/100mL), a reducédo observada pelo tratamento nédo
garantiu a adequacédo de nenhuma amostra de efluente tratado. De acordo com a
legislacdo em vigéncia, estas amostras ndo deveriam ter sido devolvidas ao Rio
Paraibuna, pois excederam o limite maximo permitido para coliformes termotolerantes
(1000 NMP/100mL), podendo alterar as caracteristicas da qualidade deste corpo
receptor, enquadrado como agua doce de classe 2. Resultado semelhante foi
observado em um estudo realizado na Africa, quando cerca de 30% das amostras de
efluentes tratado foram consideradas inadequadas, pelos critérios de qualidade
vigente determinados para coliformes termotolerantes (ADEFISOYE et al., 2016).
Estes resultados sdo preocupantes, pois mostram que o tratamento secundario de
esgoto pode ser ineficiente, até mesmo, para a remocao de coliformes, considerados
mais sensiveis do que os demais patdégenos entéricos. Diversos trabalhos realizados
com diferentes matrizes aquaticas ja comprovaram que a presenca destes indicadores
nao esta associada a ocorréncia de patdégenos virais (MIAGOSTOVICH et al., 2008;
ESPINOSA et al., 2009; FERGUSON et al., 2012; MORESCO et al., 2012; VIEIRA et
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al., 2012; ASSIS et al., 2015; VECCHIA et al., 2015). Nossos resultados reforcaram
essa tese e indicaram que ela também é vélida em termos quantitativos, mostrando
uma auséncia de correlagcdo entre a contagem de coliformes e a carga viral em
amostras de esgoto, mesmo apos o tratamento. Tal fato demonstra a necessidade de
encontrar um indicador microbioldgico mais adequado para investigar a contaminacao
viral. Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram as caracteristicas de
estabilidade, resisténcia e prevaléncia dos HAdV, que o colocam como provavel
indicador viral de contaminacgéao fecal humana (PUIG et al, 1994; PUSCH et al., 2005;
BOFILL-MAS et al., 2006; VIEIRA et al., 2016).
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8 CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo levaram as seguintes conclusdes:

e Os protocolos de floculagéo organica otimizados para lodo (condi¢éo C) e para
efluente tratado (condicdo D’) provaram ser ferramentas Uteis para
concentragéo e deteccao de HAdV e RVA.

e O protocolo otimizado para efluente tratado (condicdo D’) mostrou-se
adequado, também, para a pesquisa de virus gigantes.

e O HAdV foi detectado na maioria dos concentrados de esgoto avaliados neste
estudo sem apresentar variagdes sazonais e foi caracterizado molecularmente
como HAdV entérico pertencente a espécie F tipo 41.

e O RVA foi detectado na metade dos concentrados de esgoto avaliados neste
estudo com maior prevaléncia durante a época seca e foi caracterizado
molecularmente como RVA pertencente ao genatipo 11.

e O tratamento de esgoto por lodo ativado reduziu, significativamente, a carga de
HAdV e RVA, porém estes virus ainda foram detectados no efluente tratado,
sendo possivel verificar a presenca de particulas infecciosas de HAdV nesta
matriz.

e O tratamento de esgoto permitiu a adequacdo da maioria das amostras de
efluente aos limites estabelecidos na legislacdo para os parametros fisico-
guimicos, entretanto a presenca de HAdV e RVA foi observada tanto nas
amostras que estavam de acordo com os padrdes, quanto naquelas que
excederam 0s mesmos.

e Embora eficiente na reducdo da contagem de coliformes termotolerantes, o
tratamento de esgoto ndo foi suficiente para adequar nenhuma das amostras

de efluente tratado aos limites determinados na legislacdo para este parametro.

Os estudos de otimizacdo mostraram que € possivel concentrar virus utilizando
uma técnica simples e de baixo custo, como a floculacdo organica com leite
desnatado. Em adicdo, os resultados obtidos durante o monitoramento viral

confirmaram as caracteristicas de prevaléncia, estabilidade e resisténcia dos HAdV,
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gue permaneceram viaveis mesmo apoés o tratamento, reforcando seu papel como
provavel indicador viral de contaminacao fecal humana. Juntos estes dados podem
estimular a realizagcdo de novos estudos de monitoramento viral em ETE, a fim de
avaliar melhor o impacto do tratamento sobre a carga viral, bem como contribuir para

o desenvolvimento de politicas mais eficazes de gestédo de lodo e 4guas residuérias.
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APENDICE A - Curva padr&o de adenovirus humanos (HAdV)

A - Curva de amplificagao - HAdV
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Parametros:
Inclinacao: -3,25;
Intersecéo (eixo y): 37,527
R2: 0,998

Eficiéncia (%): 103,078
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C - Quadro com Ct corresponde a cada ponto da
curva - HAdV

1 2 3

A|196x107| 1,96 x 107 | 1,96 x 107
Ct: 14,60 | Ct: 14,08 | Ct: 14,12
B|1,96x10%| 1,96 x 108 | 1,96 x108
Ct: 16,91 | Ct: 16,32 | Ct: 16,68
C|[1,96x10%| 1,96 x 105| 1,96 x 10°
Ct: 20,23 | Ct: 20,26 | Ct: 20,29
D|1,96x10%| 1,96 x 104| 1,96 x 104
Ct: 23,45 | Ct: 2327 | Ct: 23,69
E|1,96x103| 1,96 x 103 1,96 x 10°
Ct: 26,96 | Ct: 26,73 | Ct: 26,64
F|196x10%2| 1,96 x 102 | 1,96 x 102
Ct: 30,46 | Ct: 30,10 | Ct: 30,34
G|1,96x10"| 1,96 x10"| 1,96 x 10?
Ct: 33,67 | Ct: 33,34 | Ct: 33,78

H|1,96x10°| 1,96 x 10°| 1,96 x 10°
Ct: 36,36 | Ct: 36,66 | Ct: 36,54

Resultados do teste de qPCR obtidos com a curva padrao de adenovirus humano.
A - Curvas de amplificacdo em escala logaritmica; B - Curva padrdo e seus

parametros; C - Quadro com o Ct correspondente a cada ponto da curva padrao.
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APENDICE B - Curva padréo de rotavirus do grupo A (RVA)

A - Curva de amplificagao - RVA
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Ct: 16,94 | Ct: 16,62 | Ct: 16,66
5,93 x 103 | 5,53 x 102 | 5,53 x 102
Ct:2484 | Ct:2429 | Ct: 2512
5,53 x102 | 5,53 x 102 | 5,53 x 102
Ct: 27,36 | Ct: 27,40 | Ct: 27,51
E|553x10"|5,53x10*| 5,53 x 10°
Ct: 30,96 | Ct: 30,73 | Ct: 30,64
F|553x100|5,53x100| 5,53 x 100
Ct: 33,56 | Ct: 33,60 | Ct: 33,74

o 0O m P

Resultados do teste de qPCR obtidos com a curva padrado de rotavirus do grupo A.
A - Curvas de amplificacdo em escala logaritmica; B - Curva padrdo e seus

parametros; C - Quadro com o Ct correspondente a cada ponto da curva padrao.
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A - Curva de amplificagao - PP7

Amplification Plot
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B - Curva padrao - PP7

35 1

Parametros:

Inclinacéo: -3,327
Intersecéo (eixo y): 36,522

R2: 0,998

Eficiéncia (%): 100,635

1 2345 1020 100 200 1000 10000 100000

C - Quadro com Ct corresponde a cada ponto da

curva - PP7

Quantity

1000000 10000000 100000000

1

2

3

2,83 x 108
Ct: 5,38

2,83 x 10¢
Ct: 5,32

2,83 x10¢
Ct: 5,80

2,83 x 108
Ct: 15,75

2,83 x 108
Ct: 15,66

2,83 x 108
Ct: 15,72

2,83 x 108
Ct: 18,59

283 x 10
Ct: 18,61

2,83 x 108
Ct: 18,60

2,83 x 104
Ct: 21,86

2,83 x 104
Ct: 21,73

2,83 x 104
Ct: 21,74

m O O m »

2,83 x102
Ct: 25,26

2,83 x102
Ct: 25,13

2,83 x102
Ct: 25,09

-

2,83 x 102
Ct: 29,47

2,83 x 102
Ct: 29,23

2,83 x 102
Ct: 29,36

2,83 x 101
Ct: 32,26

2,83 x10°
Ct: 32,17

2,83 x10°
Ct: 32,36

2,83 x 100
Ct: 35,44

2,83 x 100
Ct: 35,56

2,83 x 100
Ct: 35,46

151

Resultados do teste de qPCR obtidos com a curva padrao de bacteriofago PP7.
A - Curvas de amplificacdo em escala logaritmica; B - Curva padrdo e seus

parametros; C - Quadro com o Ct correspondente a cada ponto da curva padrao.
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APENDICE D - Producéo cientifica durante o doutorado

Artigo aceito para publicagéo:

ASSIS, A.S.F.; OTENIO, M.H.; DRUMOND, B.P.; FUMIAN, T.M.; MIAGOSTOVICH,
M.P.; ROSA E SILVA, M.L. Optimization of the skimmed-milk flocculation method for
recovery of adenovirus from sludge. Science of the Total Environment (2017),
http://dx.doi.org/10.1016/].scitotenv.2017.01.045

Artigos publicados durante o doutorado:

ASSIS, A.S.F.; VALLE, D.A.; ANTUNES, G.R.; TIBIRICA, S.H.C.; ASSIS, R.M.S.;
LEITE, J.P.G.; CARVALHO, I.P.; ROSA E SILVA, M.L. 2013. Rotavirus epidemiology
before and after vaccine introduction. Jornal de Pediatria, 89(5):470-476.

ASSIS, AS.F.; CRUZ, L.T.; FERREIRA, A.S.; BESSA, M.E.; PINTO, M.A.O.;
VIEIRA, C.B.; OTENIO, M.H.; MIAGOSTOVICH, M.P.; ROSA E SILVA, M.L. 2015.
Relationship between viral detection and turbidity in a watershed contaminated with
group A rotavirus. Environmental Science and Pollution Research International,
22(9):6886-6897.

REIS, T.A.; ASSIS, A.S.; DO VALLE, D.A.; BARLETTA, V.H.; DE CARVALHO, I.P.;
ROSE, T.L.; PORTES, S.A,; LEITE, J.P.; ROSA E SILVA, M.L. 2016. The role of
human adenoviruses type 41 in acute diarrheal disease in Minas Gerais after
rotavirus vaccination. Brazilian Journal of Microbiology, 47(1):243-250.

Cursos realizados durante o doutorado:

2015 Next generation sequencing technologies for viral metagenomic analyses.
(Carga horaria: 4h). Sociedade Brasileira de Virologia, SBV, Rio De Janeiro, Brasil.

2014 Treinamento GS Junior System - sequenciador. (Carga horaria: 36h). Roche
Diagndstica do Brasil, ROCHE, Brasil.

2013 Curso tedrico-practico de concentracion de virus. (Carga horaria: 16h).
Regional Norte, Universidad de la Replica Uruguay, UDELAR, Uruguai.

2013 | International bioinformatics workshop. (Carga horaria: 46h). Universidade
Federal da Bahia, UFBA, Salvador, Brasil.

2013 Computacional molecular evolution. (Carga horaria: 90h). Technical University
of Denmark, DTU, Lyngby, Dinamarca.


http://dx.doi.org/10.1016/j.scitotenv.2017.01.045
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Participacdo em eventos com apresentacao de poster durante o doutorado:

ASSIS, A.S.F.; OTENIO, M.H.; DOMINGUES, A.L.S.; DRUMOND, B.P.; FUMIAN,
T.M.; MIAGOSTOVICH, M.P.; ROSA E SILVA, M.L. Environmental surveillance of
human adenoviruses in a wastewater treatment plant. In: XXVII Brazilian Congress of
Virology & XI Mercosur Meeting of Virology, 2016, Pirendpolis. Annals of the XXVII
Brazilian Congress of Virology & X Mercosur Meeting of Virology. Rio de Janeiro:
Virus Reviews and Research, 2016. v.20. p.71.

ASSIS, A.S.F.; OTENIO, M.H.; FUMIAN, T.M.; MIAGOSTOVICH, M.P.; DRUMOND,
B.P.; ROSA e SILVA, M.L. Impact of sewage treatment with activated sludge in
human adenovirus viral load In: XXVI Brazilian Congress of Virology & X Mercosur
Meeting Virology, 2015, Floriandpolis. Annals of the XXVI Brazilian Congress of
Virology & X Mercosur Meeting of Virology. Rio de Janeiro: Virus Reviews and
Research, 2015. v.20. p.85.

ASSIS, A.S.F.; VALLE, D.A.; ROSA e SILVA, M.L. Official reports of hospitalization
by ADD X detection of enteric viruses in Juiz de Fora, MG, from 2006 to 2011 In: XXII
Congreso Latinoamericano de Microbiologia - ALAM 2014, 2014, Cartagena. Revista
Hechos Microbiologicos. Legis S.A., 2014. v.5. p.263.

ASSIS, A.S.F.; CRUZ, L.T.; DRUMOND, B.P.; OTENIO, M.H.; VIEIRA, C.B.;
MIAGOSTOVICH, M.P.; ROSA e SILVA, M.L. Deteccéo de rotavirus X parametros
microbioldgicos e fisico-quimicos de avaliacdo da qualidade da agua In: 27°
Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2013, Natal. Anais do 27° Congresso
Brasileiro de Microbiologia, 2013.

ASSIS, A.S.F.; CRUZ, L.T.; OTENIO, M.H.; PINTO, M.A.O.; BESSA, M.E.; VIEIRA,
C.B.; MIAGOSTOVICH, M.P.; ROSA e SILVA, M.L. Environmental surveillance of
rotavirus in drainage basin of Juiz de Fora, MG and its relation with the
microbiological and physicochemical parameters In: 1l Simposio Latinoamericano de
Virologia Ambiental. Salto, Uruguay: Regional Norte - Universid de la Replubica,
2013. p.10.

ASSIS, A.S.F.; VALLE, D.A,; REIS, T.A.V.; BARLETTA, V.H.; MUNCK, AK.R;
TIBIRICA, S.H.C.; CARVALHO, I.P.; ROSA e SILVA, M.L. Putative role of enteric
viruses in official reports of hospitalization by acute diarrheal disease in Juiz de Fora,
MG In: XXIV Brazilian Congress of Virology & VIII Mercosur Meeting of Virology,
2013, Porto Seguro, Bahia. Virus Reviews and Research Supplement 1, 2013. v.18.
p.107.

Co-orientacao de trabalho de conclusao de curso durante o doutorado:

Rafaela da Silva Nicolau. Detecc¢éo de rotavirus em amostras de esgoto e lodo de
esgoto coletadas em estacao de tratamento de esgoto de Juiz de Fora, MG. 2015.
Trabalho de Conclusédo de Curso. (Graduacao em Farmacia) - Universidade Federal
de Juiz de Fora.
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Co-orientacdo de alunos de iniciacdo cientifica durante o doutorado:

Mariana Costa Garcia. Pesquisa de adenovirus em estacao de tratamento de
esgoto. Inicio: 2015 — em andamento. Iniciagcao cientifica (Graduanda em Ciéncias
Bioldgicas) - Pro- Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Eduardo Gonzaga Souza. Concentracao de particulas virais a partir de amostras de
esgoto e de lodo de esgoto. 2015-2015. Programa de aperfeicoamento (Graduando
em Medicina) - Universidade Federal de Juiz de Fora e Coordenacao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.

Thiago Oliveira Almeida. Deteccéo e caracteriza¢cdo molecular de rotavirus na Bacia
Hidrografica do Cérrego Sdo Pedro. 2012-2013. Iniciag¢éo cientifica (Graduando em
Farmacia) - Pro- Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Lucas Taffarel Cruz. Detecc¢éo e caracterizacdo molecular de rotavirus na Bacia
Hidrografica do Corrego Sao Pedro. 2012-2013. Iniciagdo cientifica (Graduando em
Farmacia) - Pro Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora, Pro6-
Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora.
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ANEXO A - Autorizagcéo de coleta de amostras na Estacéo de

Tratamento de Esgoto Barbosa Lage, Juiz de Fora — Minas Gerais

a JUIZ DEFORA "CESAMA

PREFENTURA a’guaévida

Oficio n° 028/2013 — DRTO/CESAMA Em 16/08/2013.
A

Prof® Maria Luiza da Rosa e Silva
UFJF/JCB/DPMI

Prezada Senhora,

Em resposta a sua solicitagdo informamos que fica autorizado a coleta de
informagdes conforme projeto apresentado.

Devendo para isto entrar em contato com os Gerentes para agendamento.
Lincoln — Gerente de Operagao de Agua — Tel: 3239-1473
André Soares — Gerente de Operagéo de Esgoto — Tel: 3239-1301

Atenciosamente,

> 2%

MARCIO AUGUSTO PESSOA AZEVEDO
Diretor Técnico Operacional

CESAMA
- Xio 8ranco, 1843 / 10° Andar - Centro - CEP: 36.013-020 - Tel: {32) 3239-1207 - Juiz S
MG



