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Resumo

A utilizagcdo e a manutencdo dos recursos hidricos sdo temas que
apresentam uma importancia crescente nas discussfes mundiais, devido a
preocupacdo com a futura escassez de agua dentro dos padrées de qualidade
aceitdveis para o consumo. Entre os maiores problemas na utilizacdo da agua,
destaca-se a sua poluicdo por residuos biolégicos e quimicos, tornando as aguas
contaminadas um importante meio de transmisséo de varias doencgas, entre estas,
as gastroenterites de etiologia viral. Este estudo teve como objetivo implementar e
analisar uma metodologia para concentracdo de astrovirus humano (HAstV) em
aguas ambientais, associada a métodos moleculares de deteccao, caracterizacéo
e quantificacdo. Foi realizado um estudo experimental com amostras de diferentes
matrizes aquaticas, incluindo agua de rio, mar, consumo e esgoto (efluente e
afluente) para avaliagcdo da metodologia empregada e dois estudos de campo com
um total de 100 amostras ambientais (48 provenientes de uma Estacéo de
Tratamento de Esgoto [ETE] e 52 de agua de rio). Foi utilizado o método de
concentracdo por adsorcao/eluicio com membrana carregada negativamente
seguido de ultrafiltracdo associada a deteccdo por reacdo em cadeia pela
polimerase precedida da transcricdo reversa (RT-PCR) e a quantificacdo pela
PCR em tempo real quantitativa (QPCR). A caracterizagcdo molecular do virus
detectado foi realizada por sequenciamento parcial do genoma da segunda fase
aberta de leitura. Experimentalmente, a taxa de recuperagao variou de 2,4% a
65% entre os diferentes tipos de amostras de agua. No estudo de campo, foram
detectados 16% de HAstV no total de amostras ambientais, 17,3% em amostras
de aguas de igarapés e 16,7% na ETE. Uma amostra de rio foi caracterizada
como HAstV-1. O método de qPCR apresentou sensibilidade de 18 copias/reacéo
e a andlise comparativa dos resultados obtidos demonstrou uma baixa deteccéo
(2%) quando comparada a RT-PCR (15%). A associacdo dos métodos utilizados
evidenciaram a presenca de HAstV em aguas ambientais, sendo uma importante
ferramenta para avaliacdo da qualidade de aguas, da eficiéncia na remocédo de
particulas virais em diferentes métodos de tratamento de agua e para
esclarecimento da epidemiologia de surtos de HAstV de veiculagdo hidrica.
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Abstract

The use and maintenance of water resources are issues that present
increasing significance in world debates, due to concern with the future scarcity of
water acceptable for consuming according to quality standards. Among the major
problems of water use, the more important is the pollution by biological and
chemical wastes, which makes contaminated water a significant transmission route
of several diseases, as gastroenteritis of viral etiology. This study aimed to
implement and analyze a methodology for human astrovirus (HAstV) concentration
from environmental waters, associated with molecular methods of detection,
characterization and quantification. An experimental research was performed with
different aquatic sources samples, including river water, seawater, potable water
and sewage (inflow and outflow) to evaluate the methodology used, and two field’'s
research with a total of 100 environmental samples (48 from a Sewage Treatment
Plant [STP] and 52 from river water). A method of concentration by
adsorption/elution into an electronegative membrane followed by ultrafiltration
combined to reverse transcriptase — polymerase chain reaction (RT-PCR) and real
time PCR (gPCR) quantification was utilized. The molecular characterization of the
detected virus was performed by genome partial sequencing of the second open
reading frame (ORF-2). Experimentally, the recovery rate ranged from 2.4% to
65% among the different matrices of water samples. In field research, 16% of
HAstV were detected of the total environmental samples, 17,3% from river water
samples, and 16,7% from STP. One river water sample was characterized as
HAstV-1. The gPCR method exhibited an 18 copies/reaction sensibility and the
comparative analysis of the results showed a low detection (2%) in comparison
with RT-PCR (15%). The association of the methods used proved the presence of
HAstV in environmental waters, being an important tool for water quality
assessment, for viral particle removal efficiency assessment in different treatment

water methods and to elucidate the epidemiology HAstV waterborne outbreaks.
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Aplicacéo de Metodologia de Concentracgéo Viral para Detecgdo de Astrovirus em Aguas Ambientais

1 INTRODUCAO

A escassez dos recursos hidricos e a poluicdo ambiental tém colocado a
cada dia mais, a questéao do uso e da gestdo da dgua no centro dos interesses em
todo o mundo. Estima-se que 1,1 bilhdo (18%) do total mundial de pessoas,
continuem sem acesso a agua potavel e que 2,6 bilhdes (42%) nédo disponham de
tratamento de agua (UNITED NATIONS, 2006). Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), 2006, o Brasil possui 168.870m*/s de recursos
hidricos superficiais, o que representa 50% do total de recursos da América do Sul
e 11% dos recursos mundiais. Por possuirem imensas reservas de agua doce, a
populacdo e o governo brasileiros tém uma grande responsabilidade na
preservacao da qualidade de sua 4gua o que requer a¢cdes que possam combinar
desenvolvimento e preservagdo ambiental.

Dentre os maiores problemas na utilizacdo da 4gua, se destacam a sua
poluicdo por residuos biolégicos e quimicos, considerando 0 crescimento
populacional e o aumento do seu uso pelas indGstrias. Aguas contaminadas s&o
um importante meio de transmissdo de varias doencas, sendo o despejo de
esgoto sem tratamento o mais frequente fator de contaminacdo. Doencas
veiculadas pela agua estdo entre uma das causas comuns de morte no mundo e
afetam especialmente paises em desenvolvimento. Estima-se que cerca de 25%
dos leitos hospitalares no mundo sejam ocupados por pacientes com doengas
transmitidas por veiculacdo hidrica (STRAUB & CHANDLER, 2003). Surtos de
doencas virais entéricas de veiculagdo hidrica tém sido descritos em muitos
paises e a lista de microorganismos potencialmente patogénicos continua
aumentando (LECLERC et al., 2002; STRAUB & CHANDLER, 2003).

Entre essas doencas a gastroenterite se destaca como um problema
mundial de salude publica, com 1,5 bilhdo de casos ocorrendo anualmente,
afetando comumente criangas abaixo de cinco anos de idade, principalmente em
paises em desenvolvimento, causando 1,8 milhées de 6bitos por ano (BRYCE et
al., 2005).
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Embora, dados recentes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
demonstrem que a mortalidade devido as gastroenterites esteja diminuindo, a
morbidade permaneceu estavel nas ultimas quatro décadas (KOSEK et al., 2003).

No Brasil, foram notificados em 2004 mais de dois milhdes de casos de
diarréia, afetando principalmente as regides Nordeste e Sudeste do pais e
criancas menores de cinco anos de idade. A magnitude das doengas diarréicas
agudas nessa faixa etaria pode ser demonstrada pela quantidade de recursos
destinados ao pagamento de internagdes hospitalares por esses agravos, que no
periodo de 1995 a 2004 somaram mais de 173 bilhdes de reais (BRASIL, 2006).

1.1 Histérico da Legislacdo Sanitaria Relacionada aos Recursos Hidricos

Desde a antiguidade a humanidade demonstra preocupacdes e atitudes em
relagdo a manutencgéo e validagcdo da qualidade de varios ambientes, servigos e
produtos, entre eles a dgua. Sendo a dgua um recurso natural indispenséavel a
vida, sua necessidade e uso perpassam por toda a histéria da humanidade. Sua
circulagdo promove o fluxo de tudo que possa vir a ser adicionado a ela, inclusive
organismos patogénicos.

Os problemas sanitarios sempre estiveram presentes no Brasil e ainda no
periodo monarquico foi editado o Cdédigo de Posturas (1832) que apresentava
normas sanitdrias para diversos produtos e servigcos, inclusive aguas
contaminadas e doencas infecto-contagiosas. O quadro sanitario negativo
atravessou todo o Império, chegando a Republica. No fim do século XIX, os
estados dispunham do Codigo Sanitario e, posteriormente, foi editado o Cdadigo
Sanitario Federal (1923) existindo a preocupagdo com o controle da agua e do
esgoto. Na década de 1920, com a aceleracdo do processo de urbanizacdo e
industrializacdo, a saude publica comegou a ser vista como uma questdo social
devido a importancia das doengcas de massa. Criou-se entdo o Departamento
Nacional de Saude Publica e foi editado o Regulamento Sanitario Federal. A
atencdo para a analise de 4guas minerais e aguas de abastecimento mostrava-se
presente (COSTA & ROZENFELD, 2000).
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Na época do Estado Novo (1930-1945) a edicdo de normas concentrou-se
principalmente no campo dos medicamentos, soros e vacinas, mas também
surgiram decretos em outras areas, como o Codigo de Aguas Minerais (1934).
Neste periodo foi criado o Servico Nacional de Fiscalizacdo da Medicina (SNFM)
através do Decreto n°3.171/41. O Servico de Saude dos Portos e o Servico
Federal de Aguas e Esgotos, que ja existiam na época da criacdo do SNFM, se
mantiveram como 6rgaos separados (COSTA & ROZENFELD, 2000).

Em 1953 foi criado o Ministério da Saude (Lei n°1920/53), que manteve em
sua estrutura o Servico de Saude dos Portos. No ano seguinte criou-se o
Laboratério Central de Controle de Drogas e Medicamentos (LCCDM) e, em 1961,
foi incorporada a &area de alimentos (LCCDMA). Apés 1964, o campo de acédo de
Vigilancia Sanitaria aumentou e incorporou novos objetos e praticas de controle,
acompanhando o crescimento da producéo e do consumo de produtos e servigos
de interesse sanitario. Consolidou-se o conceito de vigilancia no controle de
doencas transmissiveis e o termo Vigilancia Sanitaria passou a denominar o
conjunto de acbGes nas areas de portos e fronteiras. Nos anos 70, 0 termo
Vigilancia Sanitaria se ampliou e passou a abranger também o controle sanitario
de produtos e servigos de interesse da saude. A partir de 1974 ocorreram varias
reformas no setor da saude e a criagdo da Lei da Vigilancia Sanitaria (Lei 6360/76)
e a Lei das InfragcBes Sanitarias (lei 6437/77), valida até os dias de hoje. A década
de 1980 foi caracterizada pela retomada ao exercicio da cidadania e a
redemocratizacdo da sociedade brasileira, o que resultou na criacdo de
legislagbes como a Lei 7374/85, que disciplina a ac¢do civil publica de
responsabilidade por danos ao meio ambiente e ao consumidor, a Politica
Nacional do Meio Ambiente (Lei 6938/81) e a nova Constituicdo Federal da
Republica do Brasil (1988) (COSTA & ROZENFELD, 2000).

Em 19 de setembro de 1990 foi editada a Lei n° 8080 - Lei Organica da
Saude (BRASIL, 1990) — que define Vigilancia Sanitaria como “um conjunto de
acOes capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos
problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producao e circulacdo de
bens e da prestacdo de servicos de interesse da saude”. Em 1992 com a
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Conferéncia do Rio (ECO-92), as questdes ambientais ganharam mais destaque,
com a Agenda 21 e a Carta da Terra. Em 8 de janeiro de 1997, foi criada a Lei
9433 (BRASIL, 1997) que institui a Politica Nacional de Recursos Hidricos (PNRH)
e cria o Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos (SNGRH). A
PNRH visa assegurar para a atual e as futuras geracdes a disponibilidade e a
qualidade da &gua, a utilizagdo racional e integrada dos recursos hidricos e a
prevencdo e defesa contra eventos hidrolégicos criticos de origem natural ou
decorrente do uso inadequado dos recursos naturais. A agua € definida como um
“recurso natural, limitado, dotado de valor econémico, bem de dominio publico
com gestdo descentralizada e visando sempre proporcionar 0 uso mdultiplo das
aguas”.

A Agéncia Nacional de Aguas (ANA) foi criada através da Lei n° 9984
(BRASIL, 2000), de 17 de julho de 2000, que a definiu como “entidade federal de
implementagcdo da PNRH, integrante do SNGRH, estabelecendo regras para a sua
atuacéo, estrutura administrativa e suas fontes de recurso”. Neste mesmo ano foi
editada a Resolucgio CONAMA n°® 274 (BRASIL, 2001) que estabelece a
classificacdo das aguas em doces, salobras e salinas, instrumentos para avaliar a
evolucao da qualidade das aguas e condi¢cbes de balneabilidade indicando como
parametro microbiolégico o valor de até 2500 Coliformes Totais/100mL ou 2000
Coliformes Fecais/100mL ou 400 enterococos/100mL.

No dia 25 de margo de 2004 foi editada a Portaria n® 518 (BRASIL, 2004)
gue estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e
vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrdao de
potabilidade. A norma define como padrdo microbiolégico de potabilidade da agua
para consumo humano a auséncia de Coliformes Totais e Escherichia coli ou
coliformes termotolerantes em 100mL de agua. Uma possivel preocupacdo em
relacdo a presenca de virus na 4gua é demonstrada nesta mesma norma, no
artigo 12, paragrafo 2° quando recomenda enfaticamente que “para a filtracdo
rapida se estabeleca como meta a obtencdo de efluente filtrado com valores de
turbidez inferiores a 0,5 UT em 95% dos dados mensais e nunca superiores a 5,0
unidades de turbidez (UT)” a fim de "assegurar a adequada eficiéncia de remocgao
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de enterovirus, cistos de Giardia sp e oocistos de Cryptosporidium sp.”.
Recentemente, foi editada a Resolugcdo CONAMA n° 357/05 (BRASIL, 2005) que
dispde sobre a classificagdo dos corpos d’agua e diretrizes ambientais para seu
enquadramento, bem como estabelece as condi¢cdes e padrdes de langamentos
de efluentes.

O provimento e o descarte de agua em qualidade adequada € medida
basica de promocédo a saude e prevencdo de doencas. A crescente edicdo de
normas que se referem a utilizacdo e protecdo dos recursos hidricos existentes
em nosso pais demonstram a preocupacdo com a importancia desse assunto. O
tema abordado nesse projeto de estudo insere-se no ambito da Vigilancia
Sanitaria no intuito de diminuir, eliminar e prevenir problemas sanitarios e agravos
a saude decorrentes da contaminacdo do meio ambiente com dejetos sanitarios, a
fim de estabelecer melhores marcadores de poluicdo ambiental, a vigilancia
epidemiolégica de virus no ambiente associando-0s aos surtos de gastroenterites

ou em uma possivel prevencao desses surtos.

1.2 Gastroenterite Aguda

O termo gastroenterite inclui uma variedade de estados patoldgicos do trato
gastrointestinal causados por agentes infecciosos que invadem a mucosa, cuja
principal manifestacdo é a diarréia, com fezes aquosas ou de pouca consisténcia,
gue pode vir acompanhada por nausea, vomito, febre e dor abdominal; e em
alguns casos ha presenca de muco e sangue. (WILHELMI et al., 2003; DISKIN,
2004; BRASIL, 2006).

Esses episddios sdo geralmente um processo auto-limitado de diarréia e
vOmito, com duracdo aproximada de 1 a 7 dias, sendo 0s virus importantes
agentes etiologicos desta doenca, principalmente em criangas. Do ponto de vista
clinico, as gastroenterites agudas causadas por virus ndo podem ser distinguidas
daquelas causadas por bactérias (WILHELMI et al., 2003).

As manifestacdes diarréicas apresentam variagdes clinicas das formas
brandas até as mais graves e as complicacBes ocorrem devido ao desequilibrio
hidroeletrolitico, que leva a desidratagdo, e sendo este relacionado, com
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freqliéncia, a assisténcia e tratamento instituidos de forma inadequada podendo,
inclusive, causar o Obito, principalmente quando associados a desnutricdo. Os
episodios diarréicos repetidos podem ocasionar desnutricdo crénica, com retardo
do desenvolvimento estato-ponderal e, até mesmo, da evolugdo intelectual
(BRASIL, 2008).

No Brasil, apesar dos importantes avangcos alcancados na prevengcao e
controle das doencas infecciosas, as doencas diarréicas agudas, continuam como
um dos principais problemas de saude publica e um grande desafio as autoridades
sanitarias (BRASIL, 2006).

1.3 Virologia Ambiental

Os primeiros estudos em virologia ambiental tiveram inicio na década de
1940 com a tentativa de se detectar poliovirus pela inoculacdo de aguas de esgoto
em macacos. Esse estudo demonstrou que quando casos de paralisia eram
prevalentes na comunidade, os poliovirus estavam presentes no esgoto
(MELNICK, 1947).

Na década de 1950, iniciou-se a pesquisa de virus na agua apés a
ocorréncia de um surto de hepatite em Nova Delhi (india), ocasionado pela
contaminacdo do sistema de tratamento da agua por esgoto. O tratamento da
agua com aluminio e cloro foi suficiente para evitar infecgdes bacterianas, no
entanto, 30 mil casos de hepatite foram registrados neste periodo na populacéo e
0 patdgeno causador da epidemia foi identificado anos depois como o virus da
hepatite E (BOSCH, 1998).

Em 1965 aconteceu a Primeira Conferéncia Internacional sobre
“Transmissao dos virus através de rotas aquaticas” em Cincinnnati, Ohio, Estados
Unidos da América (EUA). Outras conferéncias também ocorreram nas décadas
posteriores: “Virus na agua”’, na Cidade do México (1974) e “Virus entéricos na
agua’, em Israel (1982). Essas conferéncias discutiram a importancia em se
desenvolver métodos para detecgéo de baixas concentragfes virais em ambientes
aquaticos, assim como a manutencdo dos virus em aguas com adequado

parametro bacteriol6gico, a dose infectante e a persisténcia viral em aguas para
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reuso estabelecendo a importancia de um padréo viral de qualidade. Com estas
perspectivas, diferentes estudos foram desenvolvidos visando o estabelecimento
de técnicas de concentracdo viral, a eficiéncia de remoc¢éo e o monitoramento de
virus entéricos em diferentes matrizes aquaticas, contribuindo para o
desenvolvimento da virologia ambiental a partir da década de 1980 (METCALF et
al., 1995).

Em todo o mundo, centenas de virus entéricos sdo lancados no ambiente
pelo despejo de esgotos, sem tratamento prévio, contaminando corpos d’agua e
mananciais. Uma vez presentes no ambiente, sao altamente resistentes, podendo
persistir por meses ou anos, mesmo em condi¢cdes adversas. Estes virus,
responsaveis pela infeccdo do Homem e animais, sdo excretados em altas
concentracdes (10° — 10'Y/g fezes), podendo ser detectados em aguas, mesmo
apos os processos de desinfeccdo e tratamento (GERBA et al, 2002
ABBASZADEGA, 2001).

Existem vérias rotas de exposicdo e contaminacdo a virus entéricos
podendo estes ser adquiridos, principalmente apdés o consumo de agua ou de
alimentos contaminados, incluindo os peixes e moluscos bivalves de ambientes
marinhos contaminados, além de frutos e vegetais cultivados em solos irrigados
com aguas contaminadas por esgoto. Nas aguas de recreacdo contaminadas por
esgoto, os patdgenos virais podem ser transmitidos apdés contato direto por meio
da pele ou por ingestdo acidental (BOSCH, 1998; WYN-JONES & SELLWOOD,
2001) (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Rotas de transmissdo de virus entéricos no ambiente (adaptado de

METCALF et al., 1995).
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Os métodos de monitoramento de qualidade da agua de recreagdo e de

consumo utilizados atualmente sdo baseados em marcadores bacterianos.

Entretanto, os virus entéricos sdo mais resistentes a degradacdo do que o0s

indicadores bacterianos fecais (SHUVAL, 1971), podendo estar presentes em

aguas onde os niveis bacterianos se encontram dentro dos padrées de qualidade
(GRIFFIN et al., 1999, NOBLE & FUHRMAN, 2001). A auséncia de correlacéo

entre esses dois pardmetros microbiolégicos representam um risco potencial para

a saude humana, uma vez que &guas dentro dos padrbes bacterianos de
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gualidade podem estar relacionadas com o aparecimento de surtos de doencas
virais (BOSCH, 1998; HOT et al., 2003; PUSCH et al., 2005).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) indica o
grupo dos virus entéricos como 0 mais seguro e confiavel para o monitoramento
ambiental, j& que sdo mais resistentes a variacdes de temperatura e a outras
substancias presentes na agua (Karaganis et al., 1983, Rzezutka & Cook, 2004).
Entretanto, ao contrario da poluicdo por bactérias e fungos, a presenca de
particulas virais na agua € de dificil detec¢do e exige tecnologias sofisticadas de
concentragéo viral e, em certos casos, deteccdo molecular (METCALF et al., 1995;
WYN-JONES & SELLWOOQOD, 2001).

Recentemente, diferentes métodos de concentracdo viral, associados a
métodos moleculares de deteccdo, em especial, métodos de amplificacdo
genbmica, como a transcricdo reversa seguida pela reagcdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR) tém sido aplicados a diferentes amostras de aguas de
esgotos, rios e lagoas (PINA et al., 1998; CHAPRON et al., 2000; CHO et al.,
2000, WYN-JONES et al., 2000; FOUT et al., 2003). Os quatro principais grupos
de virus responsaveis pela gastroenterite aguda (rotavirus A [RV-A], astrovirus
humano [HAstV], norovirus [NoV] e adenovirus entéricos tipo 40 e 41 [HAdV 40 e
41]), assim como outros virus entéricos (enterovirus, virus da hepatite A [HAV],
virus da hepatite E [HEV]) vém sendo estudados nos Uultimos anos como
importantes marcadores ambientais de contaminagdo de estacdes balnearias,
estuarios, aguas tratadas e nao tratadas, agua mineral, frutos — do — mar,
hortalicas e frutos (PINTO et al., 2001; CARDUCCI et al., 2003; CARRIQUE-MAS
et al., 2003; GOFTI-LAROCHE et al., 2003; NADAN et al., 2003; SHARMA et al.,
2003; VAN HEERDEN et al., 2003).

Os HAstV, assim como os NoV e os RV-A, tém sido reconhecidos como
importantes agentes da gastroenterite viral aguda (GLASS et al., 2001), sendo o
papel da veiculagcdo hidrica na transmissdo destes um importante objeto de
estudo.
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1.4 Os Astrovirus

1.4.1 Morfologia e Classificagéo

Os Astrovirus foram descritos pela primeira vez por Appleton & Higgins
(1975) que, analisando pela microscopia eletrénica (ME) o material fecal diarréico
de recém nascidos hospitalizados com gastroenterite, identificaram pequenas
particulas virais de forma arredondada, com 28-30nm de diametro e sem
morfologia definida. Posteriormente, Madeley & Cosgrove (1975) observaram pela
ME que algumas particulas tinham aspecto estelar e por isso denominaram-nas
astrovirus (AstV). Os AstV ndo possuem envelope, sdo virus pequenos e
arredondados, que apresentam simetria icosaédrica com 5 a 6 vértices no
capsideo e um genoma de acido ribonucleico (RNA) de fita simples com
polaridade positiva. Possuem projecdes externas de 10nm de comprimento e
algumas particulas exibem um aspecto de anel periférico. Apesar de identificados
pela ME como uma estrutura de aspecto estelar, apenas 10% das particulas virais
observadas apresentam essa estrutura tipica (Figura 1.2) (MONROE et al., 1993).

Figura 1.2: Morfologia de astrovirus.

A) Micrografia eletrénica preparada por Dr.José Paulo Gagliardi Leite e Msc Andrea da Silva.
Laboratério de Virologia Comparada Barra: 100nm
B) Criomicroscopia eletrénica da particula de astrovirus (MATSUI & GREENBERG, 2001)
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Inicialmente, os AstV foram classificados nas familias Picornaviridae e
Caliciviridae, de acordo com a morfologia, tamanho das particulas virais e
composicdo do genoma, entre outras caracteristicas fisico-quimicas (MATSUI &
GREEBERG, 2001). Entretanto, com o seqglienciamento e analise do genoma, foi
possivel demonstrar diferencas significativas em relacdo as familias anteriormente
descritas. A partir destes resultados, os AstV foram classificados em uma nova
familia denominada Astroviridae (MONROE et al.,, 1993) que é constituida por
dois géneros: Mamastrovirus e Avastrovirus. O género Mamastrovirus inclui
astrovirus humano HAstV) e de outros mamiferos, como bovinos (BAstV), felinos
(FAstV), suinos (PAstV) e ovinos (OAstV) (Matsui & Greenberg, 2001). O género
Avastrovirus inclui astrovirus de aves, como patos (DAstV), perus (TAstV) e o
virus da nefrite aviaria (ANV) (WALTER & MITCHELL, 2003). Em mamiferos, os
AstV estdo associados a gastroenterites e em aves, a enterites, hepatites
fulminantes e nefrites (INTERNACIONAL COMITTEE ON TAXONOMY OF
VIRUSES, 2003). Entretanto, eles sdo hospedeiros-restritos, porque nao ocorre
reatividade cruzada entre os AstV das diferentes espécies (LUKASHOV &
GOUDSMIT, 2002).

Até o momento, foram descritos oito sorotipos de HAstV (HAstV-1 a 8),
baseados na reatividade de anticorpos mono e policlonais com proteinas
capsidicas. Todos 0s sorotipos possuem a0 menos um epitopo em comum, a
proteina capsidica VP26 (Wilhelmi et al., 2003).

Os HAstV também podem ser classificados segundo o genotipo, com base
na sequéncia nucleotidica de uma regido de 382 pares de bases (pb) da segunda
fase aberta de leitura (ORF-2) (NOEL et.al.,, 1995). Andlises filogenéticas
demonstraram que os sorotipos de HAstV podem ser classificados em 7 genotipos
correlacionados aos sorotipos, sendo que o0s sorotipos HAstV-4 e 8 foram
agrupados como genotipo 4 (Oh & SCHREIER, 2001). Recentemente, um estudo
demonstrou a existéncia de um novo genotipo que foi caracterizado como
genotipo 8 (WANG et al, 2001). A Figura 1.3 demonstra a semelhanca dos
géneros Avastrovirus e Mamastrovirus e seus genotipos baseada na andlise da
ORF-2 (WALTER & MITCHELL, 2003).

11
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Figura 1.3: Arvore filogenética de méaxima semelhanca dos géneros Mamastrovirus
e Avastrovirus baseada na andlise da regido do genoma que codifica para a
proteina do capsideo (adaptado de WALTER & MITCHELL, 2003).
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1.4.2 Genoma dos Astrovirus

O genoma dos HAstV é constituido por um RNA de fita simples de
polaridade positiva com o numero de nucleotideos variando de 6844-7355
(WALTER & MITCHELL, 2003). Contém trés fases abertas de leitura (ORF, “open
reading frame”), chamadas ORF-1a, ORF-1b e ORF-2. A ORF-1a e a ORF-1b se
encontram na regido 5' do genoma e codificam as proteinas nao estruturais (NSP);
a ORF-2, localizada na regido 3', codifica as proteinas estruturais do capsideo
(JONASSEN et al., 2003) (Figura 1.4).

As proteinas estruturais codificadas na ORF-2 sdo sintetizadas como um
precursor poliprotéico de 780 aminoacidos que, posteriormente, € clivado
originando os trés polipeptideos do capsideo viral (MENDEZ-TOSS et al., 2003).

12
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Figura 1.4: Organizacdo do genoma do astrovirus humano tipo 2 (HAstV-2)
(Adaptado de JIANG et al., 1993).
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VPg: Proteina de unido ao genoma; Pro: Protease; NLS: Sinal de localizagao nuclear Pol: Polimerase; RFS:

Estrutura do mecanismo de frameshifting ribossémico.

1.4.3 Caracteristicas Fisico-Quimicas

As particulas dos HAstV séo estaveis a pH 3,0, resistentes ao cloroférmio e
a uma grande variedade de detergentes e solventes lipidicos. Esses virus
mantém a atividade infectiva ap6s 5 minutos a 60°C, sendo inativados com 10
minutos de exposicdo. Também sado estaveis quando estocados a -80°C por um
periodo de 10 anos, porém sao instaveis se submetidos a descongelamentos
(KURTZ & LEE , 1987; MATSUI & GREENBERG, 2001).

1.4.4 Infeccéo e Manifestac6es Clinicas

O periodo de incubacdo da infeccdo causada por HAstV é de 3 a 4 dias
(KURTZ et al., 1979). A sintomalogia é caracterizada pela presenca de diarréia
com fezes liquidas, persistindo de 2 a 3 dias, associada a varios outros sintomas,

tais como: vomito, febre, anorexia, dor abdominal, tosse, coriza e muco, podendo
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durar até 5 dias. A infeccdo de HAstV em associacdo a subnutricdo, idade do
paciente, co-infeccdes com outros agentes e utilizacdo incorreta de antibiéticos,
pode resultar em uma diarréia persistente com sintomalogia de maior gravidade,
desidratacdo profusa e, em determinados casos, levando a internacdo do paciente
(PARASHAR et al., 1998; CUBITT et al., 1999).

O periodo de excrecao do virus é curto, variando de 3 a 5 dias, porém, em
pacientes idosos, imunodeficientes ou imunodeprimidos, a excrecdo torna-se
prolongada, podendo chegar a varios meses (KONNO et al., 1982; BLACK et al.,
1993; CUBITT et al., 1999). Os valores da taxa de excrecdo podem variar de 10° a
108 particulas/g fezes (CARTER, 2005).

1.4.5 Epidemiologia

Estudos realizados com voluntérios demonstraram que as infec¢des por
HAstV sdo adquiridas pelo contato pessoa-pessoa e pela ingestdo de agua e
alimentos contaminados, tais como, mariscos e ostras provenientes de areas
poluidas por esgotos (ABAD et al., 2001; MITCHELL, 2002; GOFTI-LAROCHE et
al.,, 2003; WALTER & MITCHELL, 2003). As criancas de até 5 anos sdo as mais
susceptiveis a infeccdo, tendo sido descritas epidemias em escolas, creches e
unidades pediatricas. Do total de criancas com gastroenterite causada por HAstV,
6% sao hospitalizadas e o periodo de permanéncia no hospital € de até 6 dias. Os
HAstV também estdo associados a surtos de gastroenterite em adultos, idosos e
pacientes imunodeficientes (LEITE et al., 1991; LISTE et al., 2000; SAKAMOTO
et al., 2000; SILVA et al., 2001; CARDOSO et al., 2002; VICTORIA, 2006).

Estudos sobre a sazonalidade dos HAstV s&o controversos com oS
periodos de surtos variando de acordo com a localizagdo geogréfica. Em regides
de clima temperado, as infeccbes ocorrem predominantemente nos meses de
inverno e primavera, enquanto que nas regides de clima tropical, a frequéncia
aumenta na época das chuvas (MATSUI & GREENBERG, 2001). No Rio de
Janeiro, um estudo relatou uma maior prevaléncia de HAstV nos meses de

inverno-primavera, especialmente de junho a setembro (SILVA et al.,, 2001) ,
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porém outro trabalho sugeriu a prevaléncia nos meses de margo a maio, no final
do veréo, inicio do outono (VICTORIA, 2006). Em Goiania, foi observado um pico
de deteccdo na primavera e comeco do verdo, correspondendo a estagdo chuvosa
(CARDOSO et al, 2002), entretanto, em Sao Luis (Maranhdo), Gabbay e
colaboradores (2005) ndo observaram nenhum padrédo de sazonalidade durante
os dois anos de estudo.

Em paises desenvolvidos, a prevaléncia de gastroenterite associada a
HAstV varia de 2 a 11% e nos paises em desenvolvimento de 2 a 26% (CHIKHIN-
BRACHET et al., 2002; CUNLIFE et al., 2002; DALTON et al., 2002; RATCLIFF et
al., 2002). Nos ultimos 10 anos, devido a vigilancia epidemioldgica e utilizagdo de
metodologias de deteccdo de HAstV, estes virus tem sido reconhecidos como um
importante agente etiolégico das gastroenterites virais (GOFTI-LAROCHE et al.,
2003; WILHELMI et al., 2003; ESPUL et al., 2004).

A prevaléncia de cada sorotipo também varia segundo a localizacdo
geografica (SAKAMOTO et al.,, 2000) e segundo a época do ano (GUIX et al.,
2002). O HAstV-1 tem sido relatado como o sorotipo predominante em alguns
paises da Europa, EUA, Austrdlia, Japao, Coréia do Sul e Brasil (NOEL et al.,
1995; LISTE et al., 2000; MENDEZ-TOSS et al., 2000; SAKAMOTO et al., 2000;
SILVA et al., 2001; CARDOSO et al., 2002; DALTON et al., 2002; GABBAY et al.,
2005)

No Brasil, no inicio da década de 1990, foram realizados 0s primeiros
estudos para deteccdo de HAstV em amostras clinicas nas cidades do Rio de
Janeiro e de Sao Paulo (LEITE et al., 1991; STEWIEN et al., 1991). Trabalhos em
diferentes cidades do pais demonstram a prevaléncia do HAstV variando de 2,8%
a 14% em criancas hospitalizadas com gastroenterite aguda de até cinco anos de
idade, correspondendo a maioria dos casos ao HAstV-1 sendo também
detectados os HAstV-2, 3, 4,5 e 8 (STEWIEN et al., 1991; CARDOSO et al., 2002;
GABBAY et al.,, 2005; 2006; MIRANDA, 2002; SILVA et al.,, 2006; VICTORIA,
2006). Em um surto envolvendo criangas menores de trés anos de idade com
gastroenterite aguda em uma creche na cidade do Rio de Janeiro o HAstV-1 foi
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detectado em 33% dos casos, sendo 0 Unico genotipo identificado (SILVA et al.,
2001).

1.4.6 Diagnoéstico Laboratorial

Atualmente, a ME, primeira metodologia a ser empregada para a deteccéo
dos HAstV, vem sendo substituida por técnicas moleculares, entre as quais a
reacdo em cadeia pela polimerase precedida pela transcricdo reversa (RT-PCR),
“Northern blotting” e o ensaios imunoenzimaticos (EIE), ja que estas apresentam
maior sensibilidade quando comparadas a ME (APPLETON & HIGGINS, 1975;
HERRMANN et al., 1991; NOEL et al., 1995; WALTER & MITCHELL, 2003).

O desenvolvimento de EIE, capazes de detectarem o0s oito sorotipos de
HAstV, facilitaram os estudos epidemiolégicos demonstrando a importancia destes
virus, que era subestimada nos estudos de gastroenterite aguda. Entretanto, a
deteccgéo dos HAstV pela RT-PCR em amostras de fezes de criangas em creches
ou hospitais tem demonstrado que este € um método de deteccdo mais sensivel
que o EIE (DALTON et al.,, 2002; WALTER & MITCHELL, 2003). Iniciadores
especificos para a regido conservada que codifica a serina protease ou para a
regido nao codificante 3' do genoma sé&o utilizados para a deteccao de todos os
sorotipos pela RT-PCR (WALTER & MITCHELL, 2003), embora nao exista
consenso para a regido do genoma do virus a ser utilizada para a detec¢cdo com
esta metodologia.

Alguns estudos utilizaram iniciadores das regides conservadas como a da
ORFla (DALTON et al.,, 2002; GUIX et al., 2002), porém outros utilizaram
iniciadores desenhados para reconhecer as sequéncias nucleotidicas das
extremidades 5’ ou 3’ da ORF-2 podendo agrupar filogeneticamente os 8 sorotipos
dos HAstV. Dois dos métodos de genotipagem utilizando a RT-PCR sédo baseados
nesta regido variavel do genoma viral, seja utilizando iniciadores comuns a todos
os tipos de HAstV com a posterior reacdao de sequenciamento ou utilizando
iniciadores especificos para cada tipo de HAstV, determinando o tipo pelo nimero
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de pares de base (pb) do produto amplificado (NOEL et al., 1995; SAKAMOTO et
al., 2000; SCHNAGL et al., 2002; CARDOSO et al., 2002; GUIX et al., 2005).
Protocolos de RT-PCR quantitativo foram descritos e esse método tem sido
apontado como mais sensivel para deteccdo de HAstV, com capacidade de
detectar 0,0026 unidades infecciosas por microlitro (uL) (ROYUELA et al., 2006) e
5 copias/reacdo (ZHANG et al., 2006). Este ensaio requer uma unica etapa
diminuindo o tempo de deteccdo e minimizando o risco de contaminagcdo das
metodologias de amplificacdo convencionais, além de ter a vantagem de

guantificar a carga viral.

1.4.7 Prevencéao e Controle

Para se determinar as medidas de controle das infecgcbes virais
responsaveis pela gastroenterite aguda € importante identificar os agentes
etioloégicos envolvidos nos surtos (THORNTON et al.,, 2004). No controle dos
surtos de gastroenterite aguda, se deve eliminar as fontes comuns de infecgao,
assim como também atuar na interrupcdo da transmissdo de pessoa a pessoa.
Como a enfermidade tem um curto periodo de incubacdo, a interrupcdo da
transmisséo € a principal estratégia para a prevencao, especialmente em hospitais
e creches. Qualquer paciente com gastroenterite aguda sem diagnostico deve ser
tratado com as precaucgdes apropriadas. E fundamental a aten¢&do na higiene das
maos, que devem ser lavadas com agua e sabao antes e ap6s o contato com o
paciente ou com objetos que podem estar contaminados e na desinfec¢céo de

superficies contaminadas (WILHELMI et al., 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

O Laboratério de Virologia Comparada (LVC) em apoio a Coordenacao
Geral de Laboratérios de Saude Publica (CGLAB), vinculada a Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS) do Ministério da Saude, sendo credenciado como
Laboratorio de Referéncia Regional para Rotaviroses, pela portaria Ministerial No.
15 de 03 de janeiro 2002, atua na investigacdo da etiologia de surtos de
gastroenterite viral aguda e desenvolve suas atividades de pesquisa com 0os RV,
HAstV, NoV e HAdV40 e 41. Em 2004, foi responsavel pela identificacdo de
HAstV-1 em um surto de gastroenterite ocorrido no municipio de ltatiaia, RJ, cuja
fonte de disseminacado do virus foi a agua consumida pela populac¢édo (dados néo
publicados). Na ocasido, a definicdo do agente etioldgico foi realizada a partir da
analise de espécime clinico. A auséncia de um protocolo de concentracdo viral
inviabilizou a investigacdo da presenca do virus na agua e a determinacdo da
agua como fonte de contaminacdo foi definida apenas por critérios
epidemiolégicos. Neste surto ficou evidente a necessidade de se estabelecer no
LVC um método pratico e sensivel para deteccdo de baixas concentracdes de
virus em amostras provenientes de ecossistemas aquaticos.

No Brasil, existem estudos descrevendo a presenca de RV-A em aguas de
esgoto e cérregos na cidade de Sdo Paulo (MEHNERT & STEWIEN, 1993,
MEHNERT et al., 1997), hepatite A em amostras ambientais (VILLAR et al., 2006)
e em ostras na cidade de Florianépolis, Santa Catarina (SINCERO et al., 2006).
Entretanto, até o0 momento, nenhum trabalho descrevendo a presenca de HAstV
em amostras ambientais brasileiras foi publicado.

A implantacdo do método de concentracdo viral associado a métodos
moleculares de deteccdo contribuird no esclarecimento de surtos de HAstV de
veiculacdo hidrica e, conseqientemente, em a¢des epidemioldgicas efetivas. Em
adicéo, esta ferramenta podera ser utilizada no monitoramento de virus em aguas
ambientais e na determinacdo do genotipo das amostras de HAstV circulantes no
ambiente.

Além disto, com a introducdo da Campanha de Vacinagdo anti-rotavirus em
maio de 2006 pelo Programa Nacional de Imunizagcdo (PNI), tornou-se
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fundamental identificar a presenca de virus responsaveis pela etiologia da

gastroenterite aguda tanto em amostras ambientais quanto de origem humana.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- [Estabelecer e aplicar metodologia de concentragdo e deteccdo molecular de

astrovirus em aguas ambientais

3.2 Objetivos Especificos

- Estabelecer a metodologia de PCR quantitativo (QPCR).

- Avaliar o método de concentracdo viral por adsor¢cdo/eluicdo em membrana
carregada negativamente seguido de ultrafiltracao para deteccao de HAstV em
aguas ambientais.

- Detectar pela amplificacdo gendémica por métodos qualitativos (RT-PCR) e
guantitativos (QPCR) HAstV em concentrados de aguas ambientais.

- Caracterizar 0s genotipos de virus circulantes pela metodologia de
seguenciamento parcial da segunda fase aberta de leitura (ORF-2).

- Analisar filogeneticamente os HAstV detectados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Estabelecimento de Curva Padrédo para Implementacdo do Método de
Reacdo em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real Quantitativa (QPCR)

4.1.1 Obtencéo do “Amplicon” para Ligagdo com o Vetor de Clonagem

Moléculas molde de RNA de HAstV-2 foram extraidas com o kit QlAamp
Viral RNA Mini Kit® (Qiagen, Inc., Valencia, Califérnia, EUA) a partir de uma
suspenséao fecal positiva de um caso de gastroenterite aguda proveniente do Rio
Grande do Sul pertencente a cole¢do do LVC. A sintese do cDNA foi realizada
com a utilizagdo de um iniciador randémico hexamero pd(N)s® (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ, EUA), sendo essa etapa precedida pela
desnaturacao (97°C por 7 minutos, 4°C por 2 minutos) de 10uL de RNA e 2uL de
dimetil sulfoxido (DMSO - Sigma, St. Louis, Missouri, EUA). Em seguida, foram
adicionados os reagentes ao RNA e a mistura incubada a 42°C por 1 hora, e entdo
por 7 minutos a 95 °C. O Quadro 4.1 apresenta os reagentes que foram utilizados
para a reacao de sintese do cDNA.
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Quadro 4.1: Reagentes utilizados para a obtengcdo do cDNA pela transcricdo
reversa do RNA fita simples de astrovirus humano tipo 2.

Reagentes 1x/ puL

SsSRNA 10
DMSO 2
H,O DNAase/RNAase livre® 20,9
Tamp3o 10 X* 5
dNTP 4
(dCTP/ATTP/AATP/AGTP(20 pM)*

MgCl, (50 mM)? 1,5
DTT (100mM)? 1
Iniciador randémico pd(N)s® 4
RT Superscript 11(200U/pL)* 1
RNAse out” 0,6
Total 50

! Gibco®, Califérnia, EUA
2 Invitrogen™, Califérnia, EUA

Em seguida, 10uL do cDNA foram submetidos a uma reagdo em cadeia
pela polimerase (PCR) com a utilizacdo de dois iniciadores especificos AV1 e AV2
(Le CANN et al., 2004). O Quadro 4.2 descreve a sequéncia, posi¢ao e localizagéo
dos iniciadores no genoma de HAstV que foram utilizados nessa reacdo para
obtencao de um “amplicon” de 89 pb.
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Quadro 4.2: Sequéncia, posicdo e localizacdo dos iniciadores no genoma de
astrovirus humano, que foram utilizados na reacdo em cadeia pela polimerase

(PCR) e na reagao em cadeia pela polimerase em tempo real quantitativa (QPCR)

Iniciadores Sequéncia 5’ -3’ Regido do | Produto
genoma obtido
AV1 (+)! °"CCG AGT AGG ATC GAG GGT"™" ORF-2 89pb
AV2 ()} °"GCT TCT GAT TAA ATC AAT TTT AA*"® ORF-2
AVS (sonda)t | *TCTT TTC TGT CTC TGT TTA GAT TAT TTT AAT ORF-2 -
CAC CTamaerr

. Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA.

A PCR foi realizada em um volume final de 50uL e consistia de um ciclo de
desnaturacdo a 94°C por 2 min, 45 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 seq,
anelamento a 53°C por 30 seg e extensdo a 72°C por 1 min e um ciclo de
extensdo final a 72°C por 10 min. Os reagentes para a realizagdo da PCR estdo
descritos no Quadro 4.3. A amplificagcdo gendomica foi realizada em um
Termociclador (Peltier Thermal Cycler PTC 200®, MJ Research, Massachussetts,

EUA).
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Quadro 4.3: Reagentes para a realizacdo da reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) para obtencao do produto de 89pb da regido da segunda fase aberta de

leitura (ORF2) dos astrovirus.

Reagentes 1X/ uL
H,O DNAase/RNAase livre* 27,8
dNTP (20 uM)* 4
Tamp&o 10 X * 5
MgCl, (50 mM)? 2
Iniciadores AV1 e AV2 (10uM)® 0,6
Taq Platinum Polimerase (5U/pl)? 0,6
cDNA 10
Total 50

! Gibco®, Califérnia, EUA

2 Invitrogen™, Califérnia, EUA

3 Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA
min = minutos

seg = segundos

Para andlise dos “amplicons” foi realizada eletroforese a 100V por 40
minutos onde 10ul do produto amplificado acrescido com 1ul de azul de
bromofenol (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA) foram aplicados em gel
de agarose (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA) a 1,5% em Tris—Acido
Borico-EDTA 1X (100mM Tris, 90mM Acido bérico, 100mM EDTA, pH 8,3)
impregnado com 3ul de brometo de etidio 10 mg/ml (Gibco®, Califérnia, EUA). Os
amplicons foram visualizados com o auxilio de um transluminador (Labnet, Edison,
NJ, EUA) e registrados por um sistema de captura e fotodocumentagcao (UVP,
Mitsubishi, Japéo).
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4.1.2 Ligacédo do “Amplicon” ao Vetor de Clonagem

A ligacéo do “amplicon”, previamente preparado conforme descrito no item
4.1.1, foi realizada utilizando-se do kit TOPO TA Cloning Kit for Sequencing®
(Invitrogen™, Califérnia, EUA) segundo as recomendacdes do fabricante.
Essa mistura foi incubada a temperatura ambiente (TA) durante 15 minutos.

4.1.3 Transformacao Bacteriana e Purificagdo do DNA Plasmidial Contendo
o Inserto de Astrovirus Humano tipo 2.

As células bacterianas (E. coli cepa TOP10F) competentes,
previamente preparadas pelo método de cloreto de calcio (CacCl,)
(SAMBROOK et al., 2001), foram descongeladas em banho de gelo. A
estas células, foram acrescidos 3puL do produto da ligagao obtida conforme
descrito no item 4.1.2, sendo as células, em seguida, incubadas durante 30
minutos em banho de gelo. Essa reacdo foi submetida a um choque térmico por
90 segundos a 42°C e uma nova incubacéo de banho de gelo foi realizada por um
periodo de 10 minutos.

A recuperacédo das células bacterianas, apos choque térmico, foi realizada
adicionando-se a reacdo 300ul de meio Luria Bertani liquido (LB: 1% de
triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl, pH 7,0) sem
antibidticos, seguido de incubacéo a 37°C sob forte agitacdo (250 rpm) por 1 hora
(Gyrotech Water Bath Shaker Modelo G75, New Brunswick, Scientific Edison, New
Jersey, EUA). (SAMBROOK et al., 2001).

Apds essa etapa, foi realizado o plagueamento em uma Unica placa
contendo meio LB sdlido: LB liquido contendo 1,5% (p/v) de &gar
suplementado contendo 100ug/mL de ampicilina. A placa foi incubada
a 37°C por 16 horas. Apés esta incubacédo, foram transferidas 10 coldnias
bacterianas correspondentes a 10 clones plasmidiais para tubos contendo 5mL de

meio LB liquido suplementado com ampicilina 50ug/mL e incubadas por 16 horas
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com agitacao constante de 150rpm a 37°C (Gyrotech Water Bath Shaker Modelo
G75, New Brunswick, Scientific Edison, New Jersey, EUA).

Para a sele¢éo dos clones contendo o inserto, foi realizada a extragdo do
DNA plasmidial a partir das culturas dos clones bacterianos utilizando-seo Kit
“Miniprep DNA Purification System® (Promega Corporation, Madison, Winsconsin,
EUA) de acordo com o protocolo descrito pelo do fabricante.

Apés a extracdo, o DNA plasmidial foi submetido a uma reacdo de PCR
com os iniciadores AV1 e AV2 como previamente descrito no item 4.1.1, para a

caracterizacao do inserto.
4.1.4 Quantificag&o e Obtenc¢ao da Curva Padrao

A concentracdo de plasmideo recombinante com o produto de PCR de
HAstV-2 foi estimada utilizando 50uL do produto em espectofotbmetro com
comprimento de onda de 260 nm de acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, Alemanha). A quantificacao
medida € fornecida em ng/pL, sendo transformada em namero de coépias/uL (n°
copias/uL) de acordo com a férmula: n°® cépias/uL = concentragao (g/ pL) X 6,022
X 10%/ ntmero de pb do plasmideo recombinante X 660. O titulo obtido foi de 1,8
X 10’ copias/ pL.

Foram realizadas diluicdes seriadas de 10 obtendo-se concentracdes desde
1,8 x 10" até 1,8 X 10° para obtenc&o da curva padrdo. Foram feitas aliquotas com
estas concentragcOes e armazenadas a -20 °C para posterior utilizagao.

Em uma microplaca optica de 96 amostras (MicroAmp®, Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA) foram adicionados 5uL de cada diluicdo
do padrédo a 20uL de uma mistura de reagentes. A reacao do qPCR foi realizada
em plataforma ABI 7500 (Applied Biosystem, Califérnia, EUA), com um volume
final de 25uL e consistia em um ciclo de 50°C por 2 min seguido de 45 ciclos de
95°C por 10 min, 94°C por 15 seg e 55°C por 1 min. O Quadro 4.4 descreve 0s
reagentes utilizados na reagéo.
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Quadro 4.4: Reagentes e condicOes para a realizagcdo da reacdo em cadeia pela
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR).

Reagentes 1X/uL
H,O DNAase/RNAase livre * 6,625
Taq Man ®Universal PCR Master MIX ? 12,5
Iniciador AV1 (10uM)? 0,25
Iniciador AV2 (10uM)? 0,25
Sonda AVS (10uM)? 0,375
cDNA 5
Total 25

! Gibco®, Califérnia, EUA

2Applied Biosystems, Branchbug, Nova Jersey, EUA
% Applied Biosystems, Foster city, Califérnia, EUA
min. = minuto

seg = Segundo

4.2 Recuperacdo de Astrovirus Humano em Aguas Contaminadas

Experimentalmente

Suspensoes fecais previamente positivas pela RT-PCR convencional foram
submetidas a técnica de gPCR para quantificagdo viral e utlizagdo nos
experimentos de recuperacdo de HAstV em diferentes matrizes aquaticas. O RNA
viral foi extraido com a utilizacao do kit QlAamp Qiagen de acordo com o protocolo
descrito pelo fabricante. O cDNA foi obtido de acordo com a descricdo no item
4.1.1 e areacao de qPCR foi efetuada em duplicata como descrito no item 4.1.4.

Foram semeadas 100puL de suspenséo fecal contendo 2,6 X 10° de HAstV
em 2 litros (L) de agua de consumo, marinha (Posto 2 da Praia da Barra da Tijuca,
Rio de Janeiro), de rio (Rio dos Macacos, Jardim Botanico, Rio de Janeiro) e
aguas de esgoto bruto e tratado (Estagdo de Tratamento de Esgoto [ETE] do
Campus Manguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro). O método de concentracao viral foi
realizado segundo protocolo descrito por KATAYAMA et al. (2002) com as

adaptacfes necessérias para as diferentes matrizes utilizadas. A amostra de 4gua
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de consumo foi declorada com 0,8 mL/L de tiossulfato de sodio 10% (Reagen, Rio
de Janeiro, Brasil) (CETESB, 2006).

Amostras controles, sem adicdo de virus, e amostras previamente
inoculadas foram submetidas ao processo de clarificacdo que consiste na
remocdo de residuos grosseiros por filtracdo com pré-filtros AP-20® (membranas
de 142 mm de diametro, Millipore) utilizando um Sistema de Filtragdo Millipore
(Millipore, Rio de Janeiro, Brasil) constituido por uma bomba de vacuo, um
recipiente de presséo e um suporte para a colocagcdo das membranas (Figura 4.5).
Em todas as amostras com, exce¢do da agua do mar, foi adicionado 1,2g de
cloreto de magnésio (MgCl; - Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). O pH foi ajustado para

5,0 com a utilizagéo de &cido cloridrico 6N (HCI - Merck, Rio de Janerio, Brasil).

Figura 4.5: Sistema de Filtrac&o Millipore®

A — Bomba de vacuo com mandmetros, B — Recipiente
de presséo, C — Suporte de membrana
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ApOs clarificacdo, as amostras foram filtradas em uma membrana HA
negativamente carregada (142mm de diametro, malha de 0,45um, Millipore)
acoplada ao Sistema de Pressao Millipore. A membrana foi rinsada com 350mL de
acido sulfurico 0,5 mM (H,SO,4 — Merck, Rio de Janeiro, Brasil). Os virus foram
eluidos em 15 mL de hidréxido de sédio 3mM pH 10,5 (NaOH — Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil), através de agitacdo por 5 minutos. O eluato foi neutralizado pela
adicdo de 100uL de H,SO4 50 mM e 100uL de tampao Tris-EDTA (TE) 100x
(10uM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0). O eluato neutralizado foi transferido para uma
unidade do concentrador Centriprep® YM-50 (Millipore, Rio de Janeiro, Brasi)
(Figura 4.6) seguido de centrifugagdo a 1500 x g por 10 min a 4°C, até obter

volume final aproximado de 2mL (Figura 4.7).

Figura 4.6: Concentrador Centriprep® YM-50, Millipore

A — Tubo coletor
B — Recipiente externo para amostra
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Figura 4.7: Fluxograma com as etapas realizadas para concentracao viral descrito
por KATAYAMA et al. (2002), incluindo modificagdes.

Amostra de agua (2 litros)

: 1

Filtrar em membrana AP20

: 1

Homogeneizar com 1,2g de MgCl; e ajustar a pH 5,0

: 1

Concentrar em membrana negativa HA 0,45um

.

Rinsar com 350mL de H,SO4 0,5mM pH 3,0

-

Eluir com 10mL de NaOH 3mM pH 10,5

-

Neutralizar o filtrado com 50ul de H,SO4 50mM e 100x tampaoTE

-

Concentrar a amostra (Centriprep®)

: 1

~2mL de concentrado

A extracdo do RNA viral foi processada a partir de 140 uL do concentrado
final com a utilizagcdo do kit QlIAamp Qiagen de acordo com o protocolo descrito
pelo fabricante. O cDNA foi obtido de acordo com a descricdo no item 4.1.1 e a
reacdo de qPCR foi efetuada como descrito no item 4.1.4.
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4.3 Deteccdo de Astrovirus em Diferentes Matrizes de Ecossistemas
Aquaticos

A metodologia de concentragdo viral associada a metodos qualitativo e
guantitativo de deteccao foi aplicada em dois estudos de campo realizados para
investigacdo de HAstV em aguas de rio e esgoto. As coletas de agua de rio foram
realizadas em igarapés da cidade de Manaus (AM) em colabora¢do com o Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA) e com o Centro de Pesquisa Maria &
Lednidas Deane, Fiocruz, Manaus, AM. As coletas de aguas residuais (esgoto)
foram realizadas na ETE localizada no Campus principal da Fiocruz em
colaboragcédo com a Diretoria de Administragdo do Campus (DIRAC) da Fiocruz,

Rio de Janeiro.

4.3.1 Areas de Estudo:

4.3.1.1 Aguade Igarapés de Manaus

Treze pontos de coleta foram definidos e georeferenciados na rede
hidrografica formada pelas bacias do Taruma-Acu, Mindu-S&o Raimundo,
Quarenta-Educandos e Puraquequara, onde estd localizado o municipio de
Manaus, com 1.688.524 habitantes, concentrados na area urbana (IBGE, 2006).

Os pontos de coleta de amostras de aguas superficiais foram definidos de
acordo com diferentes areas de ocupacdo humana seguindo o0s seguintes
critérios: a) trés pontos controle de Floresta primaria, localizados em éarea de
reserva florestal, com vegetacgéao intacta, acesso humano restrito e livre de esgoto
domeéstico, b) dois pontos em uma area descampada aonde a ocupac¢do humana é
reduzida e apresentam poucos pontos de despejo de esgoto doméstico e c) oito
pontos localizados em areas com diferentes graus de influéncia antropica sem
servico de tratamento de agua ou esgoto.

Esses pontos foram precisamente localizados utilizando-se o Sistema de
Posicionamento Global — GPS (TREX Legend — Gramin Ltda — Olathe, Kansas,

31



Aplicacéo de Metodologia de Concentracgéo Viral para Detecgdo de Astrovirus em Aguas Ambientais

EUA). A Figura 4.8 apresenta as diferentes bacias e sua localizagdo na cidade de
Manaus.

Figura 4.8: Foto de satélite da cidade de Manaus, apresentando os pontos (1-13)
que indicam onde foram realizadas as coletas de amostras de agua.

a) Floresta Priméria = 11, 12, 13
b) Descampado =9 e 10
c) Areas com influéncia antrépica=1, 2, 3,4, 5, 6, 7 e 8.

Quatro campanhas de coletas trimestrais foram realizadas no periodo de
agosto de 2004 a junho de 2005. O periodo das coletas foi determinado pela
variacdo anual do pulso de inundacdo do Rio Negro que corresponde as estagdes

seca e chuvosa da regido (Figura 4.9; Quadro 4.5).
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Figura 4.9: Gréfico ilustrando a variagdo anual do pulso de inundacdo do Rio
Negro, Manaus, entre os anos 1999 e 2001.

Ano

82 1999 | 2000 | 2001

30
28 |
26}

ol

do Rio Negro

22 ¢

20t

Profundidade em metros

18}

16

ASONDJFMAMJJASONDJFEFMAMJ

Meses

Quadro 4.5: Meses de coleta de acordo com as estagdes seca (verdo) e chuvosa
(inverno) da cidade de Manaus.

Més/Ano Estacéo
Agosto/2004 Inicio da seca
Novembro/2004 Seca
Fevereiro/2005 Inico da estagdo chuvosa
Junho/2005 Estacdo chuvosa

As amostras de aguas da superficiais (3L) foram coletadas de cada ponto
(1-13), armazenadas em recipientes estéreis e mantidas sob refrigeracdo para

posterior investigacao viral.
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4.3.1.2 Estacao de Tratamento de Esgoto (ETE)

A ETE envolvida nesse estudo localiza-se na cidade do Rio de Janeiro,
dentro do Campus de Manguinhos, Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) (Figura
4.10). E uma estacdo de tratamento secundario por lodos ativados, aeracio
prolongada, com nitrificacdo e desnitrificacdo biolégica. A populacdo de projeto &
de 8000 habitantes, perfazendo uma vazao total de 512m3/dia. Atualmente, em
funcéo da precariedade da rede coletora, trata em torno de 30% do volume de
projeto, sendo que o efluente tratado é langcado no Rio Faria Timbo, que margeia o
terreno do Campus. Os pontos de coleta de esgoto do Campus ligados a ETE

podem ser observados na figura 4.11.

Figura 4.10: Visualizacdo panoramica da Estacdo de Tratamento de Esgoto,
Campus de Manguinhos, Fundagao Oswaldo Cruz.

A — Caixa de Areia

B — Tanque de Aeracgao
C — Decantador
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Figura 4.11: Planta indicativa dos prédios ligados a Estacdo de Tatamento de
Esgoto do Campus de Manguinhos, Fundagéo Oswaldo Cruz (setembro de 2005).

e Oficina de manutencdo de
equipamentos da DIRAC
Pavilhdo Jorge Careu
Setor de Transporte
CECAL

Central de agua gelada
Manutencéo civil da DIRAC
Pavilhdo Henrique Aragdo (Febre
Amarela)

Pavilh&o Lauro Travassos
Pavilhdo Gomes de Faria
Pavilh&do Cardoso Fontes
Pavilhdo do Relogio
Pavilhdo Adolph Lutz
Quinino

Cavalarica (Museu da Vida)
Mourisco

Antigo Almoxarifado Central
Carlos Chagas

ASFOC

Infectdrio de biomanguinhos
Biblioteca de Manguinhos
Multimeios Rocha Lima
Rockfeller

Almoxarifado Central » ETE-Fiocruz
Hanseniase

e Pontos ligados a ETE

Foram realizadas 24 coletas compostas de amostras do afluente e efluente
da ETE (Figura 4.11). Cada amostra composta foi obtida através de oito aliquotas
de 250mL, coletadas em intervalos de uma hora durante oito horas, armazenadas
em recipiente de vidro estéril e mantidas sob refrigeracédo até o envio ao LVC. As
coletas foram realizadas quinzenalmente no periodo de janeiro a dezembro de
2005.
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Figura 4.12: Local de coleta (afluente e efluente) da Estacdo de Tratamento de
Esgoto, Campus de Manguinhos, Funda¢céo Oswaldo Cruz.

Coleta do Efluente Coleta do Afluente

4.3.2 Concentracio e Detec¢do das Amostras de Aguas de Diferentes
Ecossistemas Aquéticos

As amostras de aguas, provenientes da ETE ou de rio, foram clarificadas e
concentradas de acordo com a descri¢cao do item 4.2.

As amostras provenientes da ETE foram tratadas previamente com Vertrel®
(Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, EUA). Foram adicionados 70uL de
Vertrel para 140uL da amostra, centrifugados a 800 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e utilizado para o processo de extracao.

O RNA viral foi extraido a partir do concentrado de agua, utilizando o kit
QIAamp Qiagen de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante, e estocado a
—70°C.

36




Aplicacéo de Metodologia de Concentracgéo Viral para Detecgdo de Astrovirus em Aguas Ambientais

4.3.2.1 Deteccdo GenOmica pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase
Precedida pela Transcri¢cdo Reversa (RT-PCR) - Método Qualitativo

A sintese do cDNA para as amostras provenientes de aguas de rio foi
realizada de acordo com a descricdo no item 4.1.1. Para a realizacdo da sintese
do cDNA dos concentrados provenientes das aguas da ETE, foi adicionado a
mistura 0,05uL de B-Mercaptoetanol 1,43 M (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA).

Os Quadros 4.6 e 4.7 apresentam os iniciadores especificos previamente
descritos por NOEL et al. (1995) e os reagentes utilizados na reagdo de
amplificacdo gendmica para deteccédo de HAstV, respectivamente. A amplificacdo
foi realizada em um volume final de 50uL e consistia de um ciclo de desnaturagao
a 94°C por 2 min, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 seq,
anelamento a 50°C por 30 seg e extensdo a 72°C por 1 min e um ciclo de
extensdo final a 72°C por 10 min, em um Termociclador Peltier Thermal Cycler
PTC 200 (MJ Research, Massachussetts, EUA).
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Quadro 4.6: Sequéncia, posicdo e localizacdo dos iniciadores no genoma de
astrovirus humano, que foram utilizados na reagcdo em cadeia pela polimerase

(PCR) para a deteccéo viral.

Iniciadores Sequéncia 5’ -3’ Regido do | “Amplicon”

genoma obtido

Mon 269 (+)! | “*** CAA CTC AGG AAA CAG GGT GT ** | ORF2 24900
p

Mon 270 (-)' | ™ TCA GAT GCATTG TCATTG GT *" ORF2

Invitrogen™, Califérnia, EUA
(+): sense
(-): antisense

Quadro 4.7: Reagentes e condicOes para a realizacdo da reagcdo em cadeia pela

polimerase (PCR) para deteccao de astrovirus humano.

Reagentes 1X/uL
H,O DNAase/RNAase livre! 24,4
dNTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP)* 4
Tampé&o 10 X ? 5
MgCl, (50 mM)? 2
Iniciadores 269/270 (20uM)? 4
Taq Polimerase Platinum (5U/pl)? 0,6
cDNA 10
Total 50

1Gibco®, Califérnia, EUA
% Invitrogen ", Califérnia, EUA

A analise dos produtos da PCR foi realizada por eletroforese a 100V por 40
minutos, onde 10ul do produto amplificado, acrescido com 1ul de azul de

bromofenol (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA), foi aplicado em gel de
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agarose (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA) a 1,5% em TBE 1X
impregnado com 3uL de brometo de etidio 10 mg/ml (Gibco®, Califérnia, EUA). Os
produtos amplificados foram visualizados com o auxilio de um transluminador
(Labnet, Edison, NJ, EUA), registradas por um sistema de captura e
fotodocumentacao (UVP, Mitsubishi, Japao) e purificados utilizando o kit comercial
QlAquick Gel Extration Kit®(QIAGEN, Valencia, Califérnia, EUA) de acordo com o
protocolo descrito pelo fabricante para caracterizacdo do genotipo viral pelo

seguenciamento.

4.3.2.2 Sequenciamento Parcial do Genoma Viral

Os produtos purificados foram quantificados em gel de agarose 1,5%
utilizando como padr&o o Low DNA Mass Ladder® (Invitrogen™,Califérnia, EUA).

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit comercial Big Dye
Terminator® v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City,
Califérnia, EUA) e os mesmos iniciadores utilizados nas reacfes de amplificacéo

gendmica (Quadro 4.8).

Quadro 4.8: Reagentes utilizados na reacédo de sequenciamento.

Reagentes 1X /L
Iniciador (Mon 269 ou 270)* 2uM 2
Tampéo de sequenciamento 2,5X? 2
Big Dye? 2
H,O DNAase/RNAase livre® 10
DNA (10 ng) 4
Total 20

! Invitrogen™, Califérnia, EUA
2 Applied Biosystems, Foster city, Califérnia, EUA
*Gibco®, Califérnia, EUA
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Para a purificagdo das reagbes de sequéncia foram utilizadas as Colunas
CENTRI-SEP® (Princeton Separations, Califérnia, EUA) conforme protocolo
recomendado pelo fabricante.

Foi utilizado o sequenciador automatico modelo 3100 (Applied Biosystems,
Califérnia, EUA) para obter os eletroferogramas.

4.3.2.3 Analise Filogenética das Sequéncias

As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando o programa Blast
(http://www.ncbi.nim.nih.go/Blast/) e comparadas com sequéncias de diferentes

genotipos e outras provenientes de diferentes paises, resgatas do EntrezPubmed—
GenBank (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Genome).

A analise filogenética das seqliéncias foi realizada utilizando o MEGA 2
versdo 2.1 (KUMAR et al., 2001) e a distancia genética calculada pelo modelo
Kimura2-parametros, utilizando o método neighbor-joining com bootstrap de 1000

réplicas.

4.3.2.4 Deteccao Gendmica pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase em
Tempo Real (qPCR) - Método Quantitativo

A partir do cDNA sintetizado no item 4.3.2.1, foi realizada a reacdo de
gPCR para quantificacdo da amostras, como descrito no item 4.1.2. Todas as

amostras foram analisadas em duplicata.

4.3.3 Quantificagcdo de Coliformes Totais e Fecais

Para as amostras provenientes da ETE de Manguinhos, Fiocruz foram
realizadas as quantificagdes de Coliformes Totais e Fecais com a utilizagcdo do Kit
Colilert®18 Quanti-Tray®/2000 (Figura 4.12 -IDEXX Laboratories, Westbrook,
EUA). Inicialmente, foram realizadas em &gua destilada, diluicdes seriadas de 10
da amostra de esgoto, iniciando em 10™ até 10 para a determinacéo da diluicdo a
ser utilizada. A diluicdo para a realizacao do teste foi determinada como sendo
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10 para o efluente e 107 para o afluente. Foram adicionadas 100mL da amostra
diluida & cartela e apds incubacédo de 24 horas a 35°C, foi realizada a leitura de
Coliformes Totais pela visualizagdo direta. A leitura de Coliformes Fecais foi
determinada com o auxilio de uma lampada ultravioleta. O resultado foi expresso
de acordo com a tabela apresentada pelo fabricante em nimero mais provavel
(NMP)/100mL.

Figura 4.13: Leitura de Coliformes Fecais com lampada ultravioleta utilizando
Cartela Quanti-Tray®/2000 do Kit Colilert®-18.

A — Cartela Quanti-Tray /2000
B — Lampada ultravioleta

4.3.4 Anédlise Estatistica

Para analise dos resultados de diferenca de positividade entre as técnicas
de PCR qualitativo e gPCR e diferenca de presenca de amostras positivas na area
urbana e rural dos igarapés de Manaus foi realizado o teste qui quadrado (y?) para
independéncia com 1 grau de liberdade e nivel de significancia de 5%, utilizando a
correcao de Yates somente para a as amostras de Manaus.
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5 RESULTADOS

5.1 Estabelecimento de Curva Padrdo para Implementacdo do Método da
Reacao em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real Quantitativa (QPCR)

A curva padrao obtida com o plasmideo contendo o inserto de HAstV-2
apresentou coeficiente de regressao linear (Rz) de 0.997 e inclinagéo de -3,77,
com limite de deteccéo de 18 copias (1,8 X 10%). A cada reacéo foi utilizada uma
nova curva com os padrdes aliquotados e estocados a -20°C para afericdo do
teste, apresentando variacdes de valor de R, de 0,995 a 0,999 e de inclinagao de -
3,64 a -4,0.

5.2 Estudo Experimental - Detec¢cdo de Astrovirus Humano em Diferentes
Matrizes Aquaticas

A Tabela 5.1 apresenta 0 niumero de coOpias de HAstV recuperadas em
diferentes matrizes aquaticas e sua taxa de recuperacdo apds semeadura
experimental de 2,6 X 10° copias em 2L de amostra.

Tabela 5.1: Deteccdo de astrovirus humano em diferentes matrizes aquaticas
utiizando os meétodos de concentracdo viral com membrana carregada
negativamente e reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real quantitativa
(qPCR).

Matriz aquatica Numero de copias Taxa de
recuperadas recuperacao
Agua de consumo 1 X 10° 3,8%
Agua de rio 1,7 X 10° 65,4%
Agua do mar 2,9 X 10° 11,1%
Esgoto bruto 1,1 X 10° 4,2%
Esgoto tratado 6,3 X 10* 2,4%
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5.3 Estudo de Campo - Detec¢do e Caracterizacdo de Astrovirus Humanos
em Aguas de Igarapés de Manaus e Esgoto

5.3.1 Aguas de Igarapés de Manaus

No periodo de agosto de 2004 a junho de 2005 foram coletadas, em quatro
campanhas de coleta, 52 amostras de agua proveniente dos igarapés das bacias
hidrograficas de Manaus. Foram detectadas nove (17,3%) amostras positivas para
HAstV (Tabela 5.2), sendo oito pela técnica de PCR e uma pela gPCR,
guantificada em 25,6 copias/reacéo.

As amostras positivas para HAstV foram identificadas em quatro pontos de
coleta: a) trés deles localizados na microbacia do Mindi-Sédo Raimundo e b) um
na bacia do Tarumd-Acu. No ponto 4, localizado na microbacia Mindu-Sé&o
Raimundo, os HAstV foram detectados nas quatro campanhas de coleta
realizadas.

Foram coletadas amostras de seis pontos na area urbana (24 amostras),
quatro pontos na area rural (16 amostras) e trés pontos na area controle (12
amostras). Os HAstV foram detectados em 12,5% (2/16) das amostras coletadas
na area rural e em 29,2% (7/24) das obtidas na area urbana, ndo havendo
diferenca significativa entre as areas (y°= 0,98 e nivel de significancia= 5%). N&o

foram detectados HAstV em amostras coletadas em &reas controle (Figura 5.13).
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Figura 5.14: Locais onde foram obtidas amostras de &agua superficial

representando pontos onde foram e ndo foram dectados astrovirus humanos.

Ponto 5 Mindl - Sdo Raimundo

Ponto 1 Taruma-Acgu

Ponto 3 Mindl - Sdo Raimundo

Ponto 4 MindU - Sdo Raimundo Ponto 11 - Floresta Primaria

Ponto 1, 3, 4 e 5 = detec¢do de HAstV
Ponto 10 (Area Rural) e Ponto 11 (Floresta Priméaria) = auséncia de HAstV
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5.3.2 Estacéao de Tratamento de Esgoto (ETE)

Foram obtidas 48 amostras de aguas residuais em 24 coletas realizadas no
periodo de janeiro a dezembro de 2005 na ETE do Campus Manguinhos. Um total
de 8 (16,7%) amostras foram positivas para HAstV, sendo 7 pela técnica de RT-
PCR convencional e uma pela qPCR tendo esta a concentracdo de 26,7
cépias/reacao.

A distribuicdo dos HAstV detectados por més e local de coleta demonstra
gue 50% (4/8) dos virus foram detectados em amostras de esgoto tratado e que
em duas coletas foram detectados HAstV em amostras provenientes de esgoto
bruto (efluente) e esgoto tratado (afluente).

A contagem de Coliformes Totais e Fecais nas amostras de afluente e
efluente demonstraram um alto percentual na eficiéncia de remocé&o de coliformes

da ETE apés tratamento (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3: Andlise microbioldgica (Coliforme Total e Fecal e deteccdo de

Astrovirus) das amostras coletadas na Estacdo de Tratamento de Esgoto do

Campus Manguinhos, no periodo de janeiro a dezembro de 2005.

Coleta
1
S
= 2
3
3
o 4
)
3]
= 6
7
o]
< 3
_ 9
[+]
= 10
11
S
= 12
_ 13
= 14
o 15
()]
< 16
17
D
v 18
_ 19
>
© 20
> 21
(@]
zZ 22
23
P
0 24

Colif.
Total
1,90E+06

5,30E+06
NR’

2,31E+07
5,94E+07
2,31E+07
6,80E+07
7,91E+09
5,25E+08
NR”

NR”

1,00E+08
1,18E+08
1,78E+09
1,45E+09
5,24E+08
8,29E+09
3,13E+09
7,27E+09
1,39E+09
1,57E+08
6,21E+08
4,65E+08
2,28E+08

Efluente

Colif.
Fecal
6,20E+05

1,10E+06

NR’
7,40E+06
8,60E+06
7,40E+06
7,10E+06
2,43E+08
3,05E+07

NR”

NR”
1,33E+07
4,86E+07
5,20E+07
1,00E+07
7,40E+06
3,10E+07
3,00E+07
1,34E+08
5,30E+07
2,28E+07
1,65E+08
4,00E+07
1,00E+07

HAstrv Colif.
Total
- 5,45E+04

- 6,60E+04
- NR’

- 3,69E+05
- 3,73E+05
- 6,97E+04
- 1,90E+05
- 1,19E+05
- 3,93E+04
- NR”

- NR”

- 5,73E+05
- 1,03E+05
+ 1,66E+06
- 6,60E+05
- 3,28E+05
+ 9,30E+06
+ 1,90E+06
- 1,12E+07
+ 1,20E+06
- 3,13E+05
- 2,39E+05
- 2,22E+04
- 6,24E+04

NR= N3o realizado; * Amostra positiva para HAstrV pela gPCR.
(-)= negativo; (+)= positivo

Afluente

Colif.
Fecal
4,10E+03

1,00E+04
NR’

1,34E+05
5,20E+04
1,10E+04
2,40E+04
2,00E+04
2,00E+03
NR”

NR”

7,40E+04
1,43E+04
1,20E+05
2,70E+04
8,50E+03

NR’

2,00E+04
8,60E+04
4,10E+04
1,00E+04
9,10E+04
1,00E+04
9,70E+04

Eficiéncia na
Remocéo de
Coliformes

HAstrV  Colif.
Totais
+ 97,13%

- 98,75%
+ NR”

- 98,40%
- 99,37%
- 99,99%
- 99,72%
- 99,99%
- 99,99%
- NR”

- NR”

- 99,43%
- 99,91%
+ 99,91%
- 99,95%
- 99,94%

- 99,94%
- 99,85%
+ 99,91%
- 99,80%
- 99,96%
- 99,99%
- 99,97%

Colif.
Fecais
99,99%

99,99%
NR”

99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
NR”

NR”

99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
NR”

99,93%
99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
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5.3.3 Detecgéo de Astrovirus Humano — Reag&do em Cadeia pela Polimerase

Qualitativa x Reacdo em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real Quantitativa

A avaliacdo destes métodos foi realizada partindo da hipétese de que ndo
havia diferenca de positividade entre os dois métodos. O teste y® para
independéncia apresentou o valor igual a 10,86 sendo o valor tabelado, para 1
grau de liberdade e significancia de 5%, de 3,84. Logo, existe diferenga entre as
metodologias utilizadas, demonstrando que a gqPCR, embora detectando 18
cépias/reacdo, apresentou menor positividade quando comparado com a PCR
gualitativa.

5.3.4 Caracterizagdo Molecular dos Astrovirus Humano

O sequenciamento parcial do genoma foi realizado em uma amostra para
confirmacédo e caracterizacdo do genotipo circulante no ambiente. A amostra
sequenciada foi obtida na 22 campanha de coleta na bacia Mindi-S&do Raimundo,
no ponto 4, em Manaus. A sequéncia de 348 nucleotideos (nt 4574 - 4921) da
ORF-2 que codifica para a proteina do capsideo do astrovirus humano foi
depositada no GenBank com numero de acesso EF100670.

A andlise filogenética desta amostra juntamente com os protétipos dos oito
genotipos de HAstV descritos na literatura e disponiveis no GenBank permitiu
caracterizar essa sequéncia como HAstV tipo 1 apresentando uma identidade
nucleotitica de 97,4% com o protétipo (L23513) (Figura 5.14).

Foram realizadas analises filogenéticas utilizando seqiiéncias de amostras
provenientes de diferentes localidades apresentando maior identidade nucleotidica
(99,1% e 98,2%) com as amostras brasileiras obtidas em Campo Grande, no
estado de Mato Grosso do Sul, 2003 (DQ139827) e em Goiania, Goias, 2001
(DQ139828), respectivamente.
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Figura 5.15: Arvore filogenética obtida a partir da anélise de 348 nucleotideos (nt
4574 - 4921) da regido (ORF2) que codifica para a proteina do capsideo do

astrovirus humano (HAstV).

EF100670-Bra- Manaus-17-2004

DQ139827-Bra-MS1-HAstV-1
DQ139828-Bra-GO-HAstV-1
AY324858-Arg158-HAStV-1
U49216-Aus2-HAStV-1
AF211964-Col503-HAStV-1
HAStV-1(L23513)
DQ139826-Bra-DF-HAStV-1
AF175254-Aus-HASstV-1
AF211956-Ven835-HAstV-1
HAStV-6(L38507)
HAStV-3(L38505)
HAStV-2(L13745)
HAStV-4(L38506)
—95|—— HAStV-8(Z66541)
HAStV-7(L38508)
HAStV-5(U15136)

74

TAstV(NC 002470)

0.1

Os protétipos de HAstV estdo indicados pelo nimero do genotipo
seguido do numero de acesso no GenBank (Exemplo: HAstV-1 L23513). A
amostra seqienciada neste trabalho e as demais amostras estédo
representadas pelo numero de acesso no GenBank (Ex: EF100670).

TAstV: astrovirus de peru.
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6 DISCUSSAO

A 4gua é constituinte essencial a vida e recurso precioso da humanidade.
Quando negligenciada e contaminada se torna fonte de transmissédo de varias
enfermidades, principalmente as gastroenterites. O consumo de agua fora dos
padrdes de qualidade, o saneamento precério e as condi¢des fisioldgicas devido a
ma nutricdo sdo fatores responséveis pela manutencdo da taxa de morbidade e
pela alta taxa de mortalidade dessa enfermidade (GALDIERO et al, 2005).

Atualmente, o HAstV é reconhecido mundialmente como um dos principais
patégenos responsaveis pela etiologia da diarréia viral aguda (GOFTI-LAROCHE
et al., 2003; WILHELMI et al,. 2003; ESPUL et al., 2004; VICTORIA, 2006).

Devido a importancia crescente dos HAstV nos casos de gastroenterite na
década de 90, diferentes estudos realizados na Europa, EUA, América do Sul e
Africa tém investigado estes virus no ambiente e demonstrado sua presenca em
rios, represas, aguas residuais e lodo (PINTO et al, 1996; MARX et al, 1998;
CHAPRON et al, 2000; PINTO et al, 2001; TAYLOR et al., 2001; Le CANN et al.,
2004; MELEG et al., 2006; GUTIERREZ et al., 2007).

No Brasil, diversos trabalhos tém sido desenvolvidos a fim de avaliar a
qualidade microbiolégica da agua, com énfase na pesquisa de contaminacao
bacteriana (ALVES et al., 2002; MARQUES, 2003; NOGUEIRA et al.,, 2003),
sendo poucos o0s estudos que investigam a presenca de virus entéricos humanos
em &gua ambientais (MEHNERT & STEWIEN, 1993, MEHNERT et al., 1997;
QUEIROZ et al, 2000; VILLAR et al., 2006). A auséncia de métodos de
concentracgdo viral de alta eficiéncia de recuperagéo e de métodos de deteccao de
baixo custo e complexidade tem sido apontada como responsavel pelo pequeno
namero de estudos na area de virologia ambiental (TAVARES et al., 2005),
havendo uma demanda crescente de estudos que estabelecam métodos rapidos e

sensiveis para detec¢do de virus em amostras ambientais.
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6.1 Meétodos de Concentragcao e Detecgédo Viral.

Os primeiros trabalhos de deteccdo de HAstV em amostras de &guas
ambientais descrevem a associagdo de métodos de concentracdo viral e
isolamento de virus em cultura de célula, seguido ou ndo de RT-PCR (PINTO et
al, 1996; ABAD et al, 1996; MARX et al, 1998; CHAPRON et al, 2000; TAYLOR et
al, 2001). Entretanto, os HAstV apresentam lenta propagacéo em cultivo celular,
sendo considerados virus fastidiosos o que determinou a eleicdo de métodos
moleculares de detec¢do para a realizacdo deste estudo. A utilizagdo da técnica
de PCR para deteccao apresenta vantagem em relacdo ao isolamento viral,
principalmente em relacdo ao tempo de realizacdo do método (ABBASZADEGAN
et al, 1999, GOFTI-LAROCHE et al, 2001; CARDUCCI et al, 2003). A principal
desvantagem apontada na utilizacdo de técnicas moleculares em estudos
ambientais € a sua incapacidade de distinguir virus potencialmente infecciosos de
virus inativados. Entretanto, a baixa estabilidade do acido nucléico livre no
ambiente sugere que este método detecte particulas virais intactas e néo o
genoma viral livre da particula, apesar do mesmo poder ser detectado mesmo
quando os virus estdo inativados por desinfeccdo quimica, calor ou proteases
presentes na agua (CARDUCCI et al, 2003; MELEG et al, 2006).

Varias metodologias baseadas nas caracteristicas fisico-quimicas das
particulas virais podem ser utilizadas para a concentracdo viral nas amostras
ambientais. Esses métodos utilizam a capacidade dos virus de serem adsorvidos
em matrizes carregadas positiva ou negativamente (membranas, fibras de vidro,
de pé ou de algoddo) e em uma posterior eluicdo quimica. As técnicas de
concentragdo também podem estar baseadas no fato dos virus apresentarem uma
massa molecular relativamente alta, o que possibilita concentra-los através de
métodos de ultracentrifugacdo ou ultrafiltracdo (WYN-JONES & SELLWOOD,
2001; FONG & LIPP, 2005; GARCIA, 2006).

O método de adsorcdo-eluicdo utilizando membranas carregadas
positivamente tem sido utilizado para a recuperacao viral em amostras ambientais
(STANDARD METHODS, 1995; MEHNERT et al, 1997; QUEIROZ et al, 2000;
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FONG & LIPP, 2005). Entretanto, a utilizagdo do extrato de carne para eluicdo do
concentrado tem sido apontada como um fator inibidor da PCR e
consequentemente, protocolos envolvendo adsorgao-eluicdo com solugbes
inorganicas tem se apresentado como uma alternativa quando a detecc¢ao viral €
realizada por métodos moleculares. Em adicdo, estas membranas sdo mais
eficientes na recuperagdo viral a partir de dgua do mar e em aguas com alta
turbidez do que as carregadas positivamente (LUKASIK et al, 2000; KATAYAMA
et al, 2002; FONG & LIPP, 2005).

O protocolo utilizado nesse estudo, associando método de adsorgéo-eluicao
em membranas negativas seguido de ultrafiltracdo com gPCR, apresentou
eficiéncia variavel na recuperacdo de HAstV em diferentes matrizes aquaticas
contaminadas experimentalmente. A recuperagdo variou de 2,4% a 65%
dependendo do tipo de agua utilizada para o estudo experimental. KATAYAMA e
colaboradores (2002) descreveram uma recuperacéo viral variando de 50 a 70%
para poliovirus em agua de mar inoculada artificialmente. ROSE et al. (2006)
utilizando o método descrito por KATAYAMA et al. (2002) obtiveram uma taxa de
recuperacdo de 71% em agua marinha para poliovirus, porém para HAV a taxa foi
de 12%. Em um outro estudo, FUHRMAN et al. (2005) utilizando 0 mesmo método
para enterovirus a taxa de recuperacao foi de 51% em agua doce e 23% em agua
do mar. Nesse mesmo trabalho também estd demonstrado que concentracdes
mais baixas de virus, que refletem melhor a realidade de concentracdo de virus
em amostras ambientais, apresentam uma taxa de recuperacdo menor e mais
variavel, sendo de 17% para agua doce e 12% em agua marinha. Corroborando
com FUHRMAN e colaboradores (2005) também encontramos nesse estudo uma
taxa de recuperacdo maior em aguas de rio (65%) do que em &guas do mar
(11%).

Novos estudos avaliando o papel dos inibidores presentes principalmente
em 4guas residuais devem ser estimulados, uma vez que esta é a primeira
descricdo da utilizacdo do método descrito por KATAYAMA et al (2002) para
deteccdo de HAstV em amostras ambientais. Substancias quimicas organicas e

inorganicas como acido humicos, tanicos, metais pesados e outros tém sido
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descritos como importantes fatores de inibicdo de deteccéo viral (IIZERMAN et al.,
1997).

6.2 Estudo de Campo - Deteccéo e Caracterizagdo de Astrovirus em Aguas
de Igarapés de Manaus e Esgoto

Os percentuais de deteccao de HAstV foram similares nos ecossistemas
investigados: 17,3% em amostras de agua doce e 16,7% na ETE, que se
apresentaram dentro do esperado para amostras ambientais. A frequéncia de
HAstV em amostras ambientais tem variado de 6 a 50% (PINTO et al, 1996; 2001;
MARX et al, 1998; CHAPRON et al, 2000; TAYLOR et al, 2001; GOFTI-LAROCHE
et al, 2003), enquanto que na populacdo, a prevaléncia de gastroenterites
associadas a HAstV varia entre 2 a 11% em paises desenvolvidos e 2 a 26% em
paises em desenvolvimento (CHIKHIN-BRACHET et al., 2002, CUNLIFE et al.,
2002; DALTON et al., 2002; RATCLIFF et al, 2002). No Brasil, a prevaléncia de
HAstV em populacdo pediatrica varia de 2 a 14% (STEWIEN et al., 1991,
CARDOSO et al, 2002; GABBAY et al., 2005; 2006; SILVA et al., 2006;
VICTORIA, 2008).

Entretanto, alguns estudos realizados principalmente em aguas residuais
demonstram elevados percentuais (43 a 100%) de HAstV no ambiente
(CHAPRON et al, 2000; NADAN et al, 2003; LE CANN et al, 2004; MELEG et al,
2006), sugerindo que a maioria das infec¢cbes causadas por HAStV podem ser
assintométicas e/ou apresentarem uma morbidade digestiva branda levando a
uma subestimativa da prevaléncia real da infeccdo por esse virus na populacao
(KURTZ & LEE, 1987; EGGLESTONE et al., 1999; MELEG et al., 2006). MELEG
et al (2006) sugerem que estudos realizados com amostras ambientais possam
substituir os realizados somente com a utilizagdo de amostras clinicas
hospitalares, para uma melhor determinagéo da circulagédo dos HAstV, visto que,
ja foi observado uma prevaléncia maior desses virus no ambiente do que em

amostras clinicas.
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6.2.1 Agua de Igarapés de Manaus

A investigacdo de HAstV nos igarapés de Manaus, Amazénia Central, fez
parte de um estudo que teve como objetivo determinar a presencga dos principais
virus responsaveis pela gastroenterite aguda em aguas ambientais e demonstrar a
contaminagdo viral decorrente do rapido e desordenado crescimento da cidade.

Neste contexto, a detec¢ao de outros virus foi realizada (ANEXO 10.1) e a
metodologia de adsorcdo-eluicho em membrana carregada negativamente
associada com o método de detec¢cdo molecular (PCR convencional) se mostrou
eficiente ndo s6 para a recuperacdo de HAstV assim como para uma ampla
variedade de virus em agua de rio (ANEXO 10.1, DE PAULA et al, in press)

Ainda dentro do mesmo projeto, em colabora¢c&o com o Instituto Lednidas &
Maria Deane, realizou-se uma avaliacdo da contaminagdo bacteriana pela
pesquisa de Coliformes Totais e Fecais. O resultado microbiol6égico demonstrou
que niveis de Coliformes Totais e Fecais excederam os valores recomendados
pela Organizacdo Mundial de Saude (5000 e 1000 NMP/100 mL),
respectivamente, em 67% (35/52) e 73% (38/52) das amostras de agua (dados
ndo apresentados). Somente 2 pontos (ponto 1 - Estuario do Taruma-Acu - e
ponto 12 - Reserva Ducke) foram negativos para contaminacgéo fecal nas quatro
campanhas de coleta realizadas durante este estudo. Interessantemente, duas
amostras de HAstV foram detectadas em um destes pontos (ponto 1), sugerindo
gue a presenca viral ndo apresenta correlacdo com os padrdes bacterianos,
corroborando resultados similares obtidos em outros estudos (BOSCH, 1998; HOT
et al., 2003; PUSCH et al., 2005).

Os dados de contaminacao microbiolégica (viral e bacteriano) se somam a
trabalhos que demonstram a atividade antropogénica na regido, aonde o
desenvolvimento urbano ao longo dos igarapés, conduziu a perda da
biodiversidade e a uma diminuicdo na qualidade da agua nestes ecossistemas,
principalmente devido a descarga de esgoto sem tratamento, diretamente nos
igarapés (MELO et al., 2005; CASEY et al., 2006; COUCEIRO et al., 2007;ANEXO
10.1).
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Com relacdo aos casos de diarréia na cidade de Manaus, verifica-se um
grande numero de ocorréncias em todas as areas da cidade. Em 2002, foi
registrado um total de 52.787 casos, sendo a maioria deles ocorrendo nas zonas
Norte e Leste da Cidade (INFORME GEO MANAUS, 2002). Embora n&o se tenha
estudos especificos sobre os HAstV na cidade de Manaus, os virus encontrados
no ambiente refletem a circulacdo dos mesmos na populacdo local. E fato
conhecido que 1/3 dos casos de diarréia mundial sdo de origem viral e que o0s
HAstV estéo entre os principais agentes desta infeccdo (GLASS et al 2001). Desta
forma, os resultados obtidos neste estudo contribuem com informagdes pioneiras

sobre a circulagéo de HAstV na cidade Manaus.

6.2.2 Estagcéo de Tratamento de Esgoto (ETE)

Dados referentes a investigacdo de HAstV na ETE demonstraram 50% de
deteccédo viral tanto no efluente quanto no afluente. Este dado sugere que 0s
HAstV resistem ao tratamento de esgoto realizado na ETE, se mantendo no
ambiente apds o despejo no corpo d’agua e ndo apresentando relacdo com a alta
eficiéncia na remocao dos Coliformes Totais e Fecais.

A presenca de HAstV na ETE corrobora estudos que detectam a presenca
de HAstV no efluente e no afluente (NADAN et al, 2003; LE CANN et al, 2004;
MELEG et al , 2006). No mesmo projeto de estudo da ETE o indice de remocéao de
HAV (42,3%) foi menor que o de Coliforme Total e Fecal (ANEXO 10.2). LE CANN
et al (2004) demonstraram a presenca de HAstV com média de quantificacao de 4
X 10° no efluente e de 1 X 10* no afluente, apresentando uma reducdo de 99%,
sendo uma taxa de reducao similar a de coliformes da ETE estudada neste
trabalho. Outros estudos demonstram a presenca de outros virus, como
enterovirus, NoV, HAV, RV-A e HAdV 40 e 41 no esgoto, com a presenca viral
podendo ser detectada no efluente e afluente das ETEs (MEHNERT et al 1993;
TSAI et al, 1993; LAVERICK et al, 2004; FORMIGA-CRUZ et al, 2005, ANEXO
10.2)
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indices elevados de HAstV em ETEs, como demonstrados em alguns
estudos, de 43 a 100% no efluente e 82,3% no afluente (NADAN et al, 2003; LE
CANN et al, 2004; MELEG et al, 2006), sédo explicados pela alta soroprevaléncia,
em torno de 80-90%, na populacdo total e também pelo fato de a maioria das
infecgBes por HAstV serem assintomaticas. Além disso, esse virus tem um alto
percentual de excrecdo e grande estabilidade no ambiente. Neste estudo, a
prevaléncia de 16,7% pode ser explicada pelo fato da baixa carga organica que
alimenta a ETE em estudo e também pelo fato de sua populacdo ser restrita,
podendo ndo ser uma boa representagao da populacao geral, visto que, a maioria
das infecgBes sintomaticas sdo encontradas principalmente em criangas abaixo de
cinco anos, imunocomprometidos e idosos e também pela baixa taxa de
recuperacdo do método nessa matriz aquatica. A realizacdo de estudos em ETEs
gue atendam a uma maior rede de esgoto representando melhor a populagéo
como um todo, seriam importantes para a verificagdo da frequéncia e circulagao

de HAstV no ambiente e na comunidade.

6.2.3 Consideracdes finais

Em ambos os estudos de campo (dgua de rio e esgoto), ficou evidente que
o protocolo de qPCR néao foi capaz de detectar um maior nimero de amostras
guando comparado com o PCR qualitativo. Embora descrito como mais sensivel e
recomendado para utlizagdo em amostra ambiental, aonde é baixa a
concentracéo viral (DONALDSON et al, 2002; LAVERICK et al, 2004; LE CANN et
al, 2004;) o gPCR utilizado (LE CANN et al, 2004) ndo apresentou resultados
satisfatorios. A diferenca da regido alvo dos iniciadores especificos para as
metodologias utilizadas (PCR e gPCR) poderiam explicar esta discordancia de
resultados, entretanto, estudos anteriores descrevem a sensibilidade dos
iniciadores utilizados (MITCHELL et al, 1995; NOEL et al, 1995; MARX et al, 1998;
TAYLOR et al, 2001; ZHANG et al, 2006). Por outro lado, alguns estudos também
descrevem uma sensibilidade mais baixa da técnica de qPCR em compara¢ado ao
PCR tradicional (GRIMM et al, 2004; NOBLE et al, 2003).
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Outros protocolos de qPCR para deteccdo de HAstV foram desenvolvidos
(ROYUELA et al, 2006; ZHANG et al, 2006) porém utilizando amostras clinicas e
o fluoréforo SYBR® Green.

A implantacdo do método de qPCR descrito por LE CANN et al (2004) para
amostras ambientais que utiliza os fluoréforos do sistema TagMan® (composto de
uma sonda especifica), foi efetuada com o estabelecimento da curva padréo para
a realizacdo dessa técnica. Os padrbes desenvolvidos e utilizados nessa curva
apresentaram parametros de sensibilidade muito proximos (18 copias/reacéo) aos
determinados por LE CANN et al (2004) (26 copias/reacdo). ZHANG et al (2006)
utilizando estes mesmos iniciadores no sistema SYBR® Green atingiu uma
sensibilidade de 5 cépias/reacdo. Embora de custo menor e com um aumento na
sensibilidade do teste, a ocorréncia de reacdes inespecificas tem sido apontada
como um dos problemas do SYBR® Green (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004).

Os protocolos de TagMan® utilizando sondas especificas aumentam a
especificidade do teste, porém neste estudo pode ter sido responsavel pela baixa
deteccdo de HAstV. A variabilidade dos HAstV pode dificultar que uma Unica
sonda especifica detecte todos os genotipos do virus (ZHANG et al, 2006). Além
disso, muitos estudos indicam a prevaléncia dos genotipos de HAstV pode variar
com a localizacéo geogréfica e época do ano (SAKAMOTO et al, 2000; GUIX et al,
2002). Nossos dados sugerem que a sonda desenvolvida por LE CANN et al
(2004) pode ter apresentado uma alta especificidade na deteccdo dos HAstV
explicando a baixa detec¢gédo nas amostras.

O estabelecimento de uma técnica eficiente de gPCR é necesséario, seja
com um novo conjunto de iniciadores, uma nova sonda ou a utilizacdo de
protocolos com SYBR® Green deve ser considerada uma vez que esta
metodologia € uma ferramenta de grande importancia para a deteccédo de virus
no ambiente. Além de sensivel, é capaz de gerar resultados quantitativos, possui
maior rapidez na analise das amostras, apresentando, potencialmente, um menor
risco de contaminacao, evitando analises posteriores a amplificacao.

Outro desafio no estabelecimento de metodologias no campo da virologia
ambiental é a caracterizagdo molecular das amostras obtidas. Neste estudo, a
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perda de DNA durante o procedimento de purificagdo, possivelmente devido a
baixa titulagdo viral encontrada nas amostras ambientais, ndo permitiu o
seguenciamento de grande parte das amostras detectadas. Somente uma amostra
proveniente da 22 campanha de coleta de Manaus foi sequienciada e caracterizada
como HAstV-1. Esse genotipo é associado a varios surtos no Brasil e no mundo
sendo reconhecido como o genotipo predominante (NOEL et al., 1995; LISTE et
al., 2000; MENDEZ-TOSS et al., 2000; SAKAMOTO et al., 2000; SILVA et al.,
2001; CARDOSO et al., 2002; DALTON et al., 2002; GABBAY et al., 2005; SILVA
et al., 2006; VICTORIA, 2006). Em adi¢cédo, as amostras positivas pelo gPCR néo
apresentaram resultado positivo pelo RT-PCR nao possibilitando a caracterizagao
molecular das mesmas.

A implantacdo de técnicas de concentracdo, deteccdo, caracterizagdo e
guantificacdo viral em amostras ambientais vém ganhando importancia nas
pesquisas em saude publica e qualidade da agua. Essas ferramentas tém se
tornado cada vez mais necessarias para um controle mais eficiente da qualidade
das aguas, podendo fornecer subsidios para atender futuras normas de controle
microbiolégico que exijam a pesquisa de virus entéricos. Esses métodos
permitem a determinagdo do envolvimento real das &aguas contaminadas na
transmissdo de doencas, entre elas, hepatites, conjuntivites e gastroenterites. O
estabelecimento e implantagdo dessas técnicas em amostras ambientais
possibilitam o esclarecimento da epidemiologia das infec¢gbes, monitoramento do
nivel dos virus nas amostras ambientais, a verificacdo da eficiéncia na remocao de
particulas virais em diferentes tratamentos usados em ETE e para desinfec¢éo de

agua potavel.
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7 CONCLUSOES

v' A associacdo dos métodos utilizados de concentracdo e deteccdo
evidenciaram a presenca de HAstV em 4gua ambientais.

v' Em estudo experimental, a associacdo dos métodos de concentracdo
utilizando membranas carregadas negativamente e deteccdo por qPCR
demonstrou eficiéncia variavel (2,4 a 65,4%) de acordo com as matrizes
aquaticas testadas, sendo mais eficiente em agua de rio.

v' Em estudo de campo nos igarapés de Manaus, os HAstV foram detectados
em 17,3% (9/52) das amostras, ndo apresentando diferenca significativa da
presenca viral entre as areas urbana e rural dos igarapés. A amostra de
HAstV circulante em Manaus foi caracterizada como HAstV-1.

v" No estudo de campo realizado na Estacdo de Tratamento de Esgoto foram
identificados 16,7% (8/48) de HAstV nas amostras, apresentando
positividade de 50% no efluente e no afluente da ETE, demonstrando a

resisténcia do virus ao tratamento.

v' O protocolo de PCR qualitativo (15%) apresentou maior positividade que o
gPCR (2%) sendo recomendado para estudos utilizando amostras

ambientais.
v' A baixa deteccao de HAstV pelo gPCR sugere alta especificidade da sonda

utilizada no método, que deve ser otimizado para deteccdo de um maior

namero de amostras.
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8 PERSPECTIVAS

O método implementado neste estudo se apresenta como uma ferramenta
indispensavel para o esclarecimento de surtos de HAstV de veiculag&o hidrica,
assim como abre novas perspectivas para a realizagcao de diversos estudos no
campo da virologia ambiental: determinacdo da qualidade das aguas, eficiéncia na
remocdo de particulas virais em diferentes métodos de tratamento e desinfeccdo
de agua potéavel.

Entretanto, os resultados obtidos apontam também a necessidade de se
aperfeicoar as metodologias de concentracdo e deteccdo de HAstV utilizando
gPCR, principalmente para deteccdo destes virus em aguas residuais e de
consumo. Serdo implementadas algumas modifica¢cées tais como: variagdes na
concentragdo de Mg,Cl assim como aprimoramento da técnica de qPCR com a

utilizacéo de uma nova sonda ou o fluoréforo SYBR® Green.
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occurring naturally on the water streams in Manaus, Central Amazonia,
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To assess the presence of the four main viruses responsible for human acute gastroenteritis in a hydro-
graphic network impacted by a disordered urbanization process, a 1-year study was performed involving water
sample collection from streams in the hydrographic basin surrounding the city of Manaus, Amazonas, Brazil.
Thirteen surface water sample collection sites, including different areas of human settlement characterized as
urban, rural, and primary forest, located in the Taruma-Acu, Sao Raimundo, Educandos, and Puraquequara
microbasins, were defined with a global positioning system. At least one virus was detected in 59.6% (31/52) of
the water samples analyzed, and rotavirus was the most frequent (44.2%), followed by human adenovirus
(30.8%), human astrovirus (15.4%), and norovirus (5.8%). The viral contamination observed mainly in the
urban streams reflected the presence of a local high-density population and indicated the gastroenteritis
burden from pathogenic viruses in the water, principally due to recreational activities such as bathing. The
presence of viral genomes in areas where fecal contamination was not demonstrated by bacterial indicators
suggests prolonged virus persistence in aquatic environments and emphasizes the enteric virus group as the

most reliable for environmental monitoring.

Although water is recognized as the most precious natural
resource on our planet, human activities disregard this fact by
continually polluting freshwater bodies. Increasing worldwide
awareness of the poor quality of potable water has occurred
mainly due to the significant increase in human morbidity and
mortality. More than 2.2 million people die every year from
diseases associated with poor quality water and sanitary con-
ditions, mostly in developing countries. The presence of patho-
genic enteric microorganisms in aquatic environments reveals
how human health can be affected by contamination from
sewage discharge into surface waters. It is estimated that nearly
a quarter of all hospital beds in the world are occupied by
patients presenting complications arising from infections
caused by enteric microorganisms (53, 56).

Water sanitary quality is usually determined by the concen-
tration of fecal indicator bacteria and occasionally by bacterio-
phages (8, 17). However, numerous investigations have shown
that achieving minimum fecal coliform standards does not pre-
dict viral contamination (8, 47). Enteric viruses are highly
stable in the environment, maintaining their infectivity even
after exposure to treatment processes, and are often the most
diluted pathogens in water, thus requiring concentration meth-
ods for their detection (2, 8, 42, 53).

After replication in the gastrointestinal tract, human enteric
pathogenic viruses are excreted in high concentrations in the
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CEP 21040-360, Rio de Janeiro, RJ, Brazil. Phone and fax: 5521-
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feces (10° to 10''/g feces) and can enter the environment
through the discharge of waste materials from symptomatic or
asymptomatic carriers and therefore may be dispersed in en-
vironmental waters (2). Difficulties in obtaining viruses from
environmental samples have been overcome through the asso-
ciation of virus concentration methods with the use of molec-
ular techniques, such as PCR, which provide rapid, sensitive,
and specific detection (2, 15, 16, 32, 35, 46, 48, 54).

Although the presence of viruses in water is underestimated,
mainly due to the difficulties associated with the detection of
such agents in different matrices, enteric viruses have been
implicated in waterborne outbreaks in different countries every
year (2, 30, 38, 53). Among these, rotaviruses (RV), norovi-
ruses (NoV), human astroviruses (HAstV), and human adeno-
viruses (HAdV) are recognized as the most important etiologic
agents of acute gastroenteritis and have been considered for
environmental monitoring (11, 29, 55).

Diarrhea, a water-related disease, is a global public health
problem and is ranked third among the causes of death affect-
ing children under 5 years old, accounting for 17% of all
deaths. It is estimated that 1.5 billion episodes occur each year,
mostly in developing countries. It is recognized that a signifi-
cant proportion of diarrhea cases caused by waterborne trans-
mission in such countries is related to water quality. Levels of
diarrhea disease differ between communities due to socioeco-
nomic factors such as water availability and hygienic behavior
(9, 45).

Despite a significant decrease in diarrhea-related mortality
in developed and some developing countries, such as Brazil,
diarrhea is still an important cause of morbidity in these coun-
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tries (37). In the Northern region of Brazil, the city of Manaus
reported an increase of 90.5% in the number of diarrhea cases
between 1998 and 2000, from 8,878 cases to 16,914 (4).

The goal of this study was to assess viral contamination by
the four main viruses responsible for acute gastroenteritis (RV,
HAdV, HAstV, and NoV) in the hydrographic network that
surrounds Manaus. Investigation and determination of the vi-
ruses that are dumped into streams from domestic sewage
without prior treatment, as occurs in Manaus, could reveal how
rapid population growth associated with a disordered urban-
ization process represents a threat to human health caused by
the increased risk of disease transmission.

MATERIALS AND METHODS

Study area. The city of Manaus (3°S, 60°W) is the capital of Amazonas, which
is the largest Brazilian state located in the northern region of the country. The
city has an area of 11,458.5 km?, corresponding to 0.73% of the territory of the
State of Amazonas (1,577,820.2 km?). The city of 1,403,796 inhabitants is located
900 miles (1,450 km) inland from the Atlantic coast, in the heart of the Amazon
rain forest. It is surrounded by a dense hydrographic network composed by the
Taruma-Agu basin, which is partially situated within the urban area; the
Puraquequara basin, which is located in the forest area; and the Sao Raimundo
and Educandos microbasins of the Negro River basin, within the urban area of
Manaus.

Thirteen precisely positioned sites located in these different basins were de-
fined with a global positioning system (TREX Legend: Garmin Ltd., Olathe,
KS). These sites were chosen for water sample collection and were positioned in
different arcas of human settlement; three control sites were represented by
streams located in primary forest with intact vegetation and free of domestic
sewage (sites 11 to 13): two sites were located at decamped areas, where the
streams are also not affected by domestic sewage (sites 9 and 10); and cight sites
were situated in regions of variable human settlement (sites 1 to 8). The Sio
Raimundo and Educandos basins are characterized as urban areas with the
presence of squatter slums without basic services such as sewage and a water
supply. Some urban streams present different levels of water degradation pro-
cesses, caused mainly by the complete or partial removal of riparian vegetation
and by pollution from domestic sewage that is dumped into these streams
without prior treatment (18).

Sampling schedule. The 1-year environmental surveillance was based on four
sample collections at each site, conducted between August 2004 and June 2005,
according to the annual fluctuation level of the Negro River, which usually shows
a peak flood in June during the wet season. A total of 52 samples were obtained
from collections performed in August (beginning of the dry season) and Novem-
ber (dry season), 2004, and in February (beginning of the wet season) and June
(wet season), 2005.

Three-liter samples of surface water were collected in sterile bottles and
transferred to the laboratory, where they were immediately stored at 4°C for viral
and bacteria investigations, while the physicochemical parameters were mea-
sured in locum.

Physicochemical parameters. Temperature (°C), conductivity (pS), dissolved
oxygen (DO; mg/liter), and pH were measured at the moment of collection with
a YSI model 85 handheld salinity, conductivity, DO, and temperature system
(YSI, Incorporated, Yellow Springs, OH) and a portable potentiometer (pH
tester 2, waterproof, double junction).

Bacteriology. Standard multiple-tube fermentation and the membrane filtra-
tion technique for determining total and fecal coliforms were performed accord-
ing to previously described protocols (17).

Virus concentration. The viral particles present in the samples were concen-
trated by the adsorption-elution methad, with negatively charged membranes
with the insertion of an acid rinse step for the removal of cations, as described
previously (35). Briefly, the samples were prefiltered through an AP20 mem-
brane (Millipore), and prior to process filtration, 1.2 g of MgCl, was added to 2
liters of water and the pH was adjusted to 5. The samples were filtered in a type
HA negatively charged membrane (Millipore) with a 0.45-pm pore size with a
vacuum pump system. The membrane was rinsed with 350 ml of 0.5 mM H,SO,
(pH 3.0), after which 15 ml of 1 mM NaOH (pH 10.8) was used to release the
virus from the membrane. To neutralize the solution, 50 pl of 50 mM H,SO, and
100X TE buffer (pH 8.0) was added. The eluate was filtered by using a Cen-
triprep Concentrator 50 (Millipore) and centrifuged at 1,500 X g for 10 min at

APPL. ENVIRON. MICROBIOL.

4°C to obtain a final volume of 2 ml. The system was soaked briefly in a 10%
bleach solution and rinsed in deionized H,O prior to each use.

RNA and DNA extraction. Nucleic acid extraction was processed with the
OIAamp viral RNA and QIAamp viral DNA kits (Qiagen, Inc., Valencia, CA)
according to the manufacturer’s instructions.

Reverse transcription (RT) reaction. cDNA synthesis was carried out by RT
with a random primer (PdNg; 50 4,4, units; Amersham Biosciences, Chalfont St
Giles, Buckinghamshire, United Kingdom) for three groups of enteric viruses,
i.e., RV, HAstV, and NoV, Briefly, 2 pul of dimethyl sulfoxide (Sigma, St. Louis,
MO) and 10 pl of RNA were mixed, heated at 97°C for 7 min, and chilled on ice
for 2 min. The components of the mixture and their final concentrations for a
50-pl RT reaction were as follows: 2.5 mM each deoxynucleoside triphosphate
(GIBCO BRL, Life Technologies, Inc., Grand Island, NY), 1.5 mM MgCl,, 200
U of Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen), and 1 ul of PdNg. The RT
reaction mixture was incubated in a thermal cycler (PTC-100 Programmable
Thermal Controller; MJ Research, Inc., Watertown, MA) at 42°C for 60 min and
95°C for 10 min.

Primers and PCR protocols for virus detection. Primer characteristics and
references for the amplification conditions of different PCR and nested PCR
protocols used for nucleic acid detection of RV, NoV, HAstV, and HAdV were
all described previously (3, 20, 24, 28, 43). To avoid false-positive results, quality
control measures were followed as recommended and for each set of amplifica-
tions, negative and positive control samples were included. All methodologies
were standardized with reference strains of each virus, and for the present study,
previously characterized virus strains obtained from fecal samples were used as
positive controls. The PCR products were resolved on 1.0% electrophoresis
grade agarose gel (GIBCO BRL, Life Technologies, Inc., Grand Island, NY),
followed by ethidium bromide staining (0.5 pg/ml), and images were obtained
with the image capture system (Biolmaging Systems) with the Labworks 4.0
software program.

Molecular characterization of RVs. Molecular characterization of RV was
performed with specific primers routinely used for the binary classification of
group A RV into G (VPT7) and P (VP4) types, where G stands for glycoprotein
and P stands for protease-sensitive protein. All procedures were performed with
previously described primers and amplification conditions (20, 28).

Nucleotide sequencing of HAstVs, NoVs, and HAdVs. The amplicons of
HAstV and NoV and the first round of HAdV (primers hexldeg and hex2deg)
obtained in the PCR were sequenced to confirm the correct PCR products. The
amplicons were purified with the QIAquick gel extraction kit (Qiagen) according
to the manufacturer’s instructions and quantified by 1% agarose gel electro-
phoresis with the Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) as a molecular pattern.
The PCR amplicons were sequenced with an ABI Prism 3100 genetic analyzer
and Big Dye Terminator cycle sequencing kit v. 3.1 (PE Applied Biosystems,
Foster City, CA) in both directions, with the same primers used in the amplifi-
cation reactions. CentriSep columns (Princeton Separations, Inc., Adelphia, NJ)
were used to purify the sequencing reaction products, according to the manu-
facturer’s recommendations.

Strain characterization and phylogenetic analysis. Nucleotide sequences were
edited and aligned with the BioEdit sequence alignment editor (http://www.mbio
nesu.edu/BioEdit/bioedit.html). The sequences were compared with their re-
spective prototypes and to other sequences available in the GenBank database
(http://www.ncbinlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?DB=pubmed). Rooted phy-
logenetic trees were constructed with the MEGA 2 software (http://www
.megasoftware.net/) by the neighbor-joining method, with genetic distance cor-
rected by the Kimura two-parameter model with 1,000 pseudoreplicas.

Sta al analysis. Statistical results were produced by the software Epi Info,
version 3.3, from the Centers for Disease Control and Prevention (http:/www
.cde.goviepiinfo/).

Nucleotide sequence accession numbers. The GenBank accession numbers for
the sequences obtained in this study are DQ464891 to DQ464895 (HAdV),
EF100670 (HAstV), and EF107526 (NoV).

RESULTS

Fifty-two river water concentrates were analyzed by PCR
assay during this study, and at least one virus was detected in
31 (59.6%) of these. The number of viruses detected in water
samples from different sites was variable (Table 1), totaling 50
virus strains, with RV (23 to 44.2%) verified as the most prev-
alent detected, followed by HAdV (16 to 30.8%), HAstV (8 to
15.4%), and NoV (3 to 5.8%). The different distributions of
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TABLE 1. Sample collection site characteristics and virus groups detected in 52 surface water samples obtained during four collection periods

Human settlement level/

Virus(es) collected

Basin Site no./stream
Hrea. pe August 2004 November 2004 February 2005 June 2005
Low/rural Taruma-Agu 1festuary HAstV HAstV, RV RV
2/medium RV RV
High/urban Sao Raimundo  3festuary HAdV, RV RV RV HAdV, HAstV, RV
4fmedium HAstV, AdV  HAdV, HAstV, HAdV, HAstV, HAdV, HAstV, RV
NoV RV, NoV
S/medium HAdV, RV HAdV, HAstV, RV HAdV
6/medium RV RV
High/urban Educandos Tfestuary HAdAV HAdV NoV, RV HAdV, RV
8/medium HAdV, RV  HAdV HAdV, RV RV
Low/rural Puraquequara  9/decamped in RV
2001
Taruma-Agl 10/decamped in
2002
Very low/primary forest Puraquequara  11/Maina Grande RV
Taruma-Aga 12/Reserva Ducke RV RV
13/Reserva Ducke HAdV

these viruses according to the collection area revealed that RV,
HAstV, and HAAV were detected at sites located in the pri-
mary forest and rural areas (Table 2). The urban streams
located at the Educandos (sites 7 and 8) and Sao Raimundo
(sites 3 to 6) basins presented a high level of viral contamina-
tion, as revealed by the percentages of virus detection per site
of 100.0% (8/8) and 81.3% (13/16), respectively. In these ba-
sins, all four groups of viruses investigated were detected, with
HAdV and RV being the most frequent viruses present in the
Educandos basin. Site 4, located in Sdo Raimundo, presented
the highest number of viral types detected and the highest
variability of virus strains belonging to the four groups tested.
This site is an urban stream presenting intact vegetation; how-
ever, it routinely receives contamination from sewage dis-
charge originating from the surrounding houses.

The microbiological analysis results showed that the total
and fecal coliform values in the samples exceeded those estab-
lished by the standard methods used for the examination of
water and wastewater guideline for recreational water (most-
probable numbers [MPN], 5,000 and 1,000/100 ml) by 67.3%
(35/52) and 73.1% (38/52), respectively. Sites that were positive
for the presence of fecal coliforms included 6 of the 20 sites
located in primary forest and rural areas, 4 out of 8 in the
Taruma-Acu microbasin, and all 14 sites located in the Sao

TABLE 2. Frequencies of the viruses investigated and fecal
coliforms detected in the areas studied

No. (%) found in:

Chi
Pathogen Urban area Rural and forest  square P value
(n=24) areas (n = 28)

Any enteric virus 21 (87.5) 10 (35.7) 14.4 <0.001
RV 15 (62.5) 8(28.0) 6.0 0.014
NoV 3(12.5) 37 0.09
HAstV 6(25.0) 2(7.1) 32 0.08
HAdV 15 (62.5) 1(3.6) 21.1 <0.001
Fecal coliforms 24 (100.0) 14 (50.0) 16.4 <0.001

Raimundo and Educandos microbasins. Only two sites (site 1,
the Taruma-Acu estuary, and site 12, the Ducke Forest Re-
serve) were negative for fecal contamination in the four water
samples obtained during this study. However viruses were de-
tected in the strains obtained from the estuary (Fig. 1). The
Taruma-Acu estuary (site 1) is perpendicular to the Negro
River and has a few floating houses. The water is clear, besides
being naturally dark and regularly used for recreational
bathing.

The frequency of sites where the presence of fecal coliforms
exceeded an MPN of 1,000/ml and where virus detection was
positive characterized significant microbiological contamina-
tion in the urban water streams and revealed that HAAV is the
most significant marker of human presence (Table 2). Enteric
virus detection in samples positive and negative for fecal coli-
forms was 63.2% (24/38) and 50.0% (7/14), respectively (P =
0.29), showing no correlation between these findings.

Global analysis for the presence of viruses and fecal coli-
forms by using recreational water parameters (MPN, 1,000/ml)
according to the collection period demonstrated a slight in-
crease in the number of strains detected during wet-season
rainfall, although the number of positive sites for virus detec-
tion remained almost unaltered (data not shown).

The median values for the physicochemical parameters, in-
cluding temperature, pH, DO, and conductivity, obtained at
each site during the four sample collections are shown in Fig.
2. Observation revealed that the pH, DO, and conductivity
generally followed two different patterns, characterizing the
two distinct areas studied, i.e., areas with zero or minimal
human settlement and areas where human activity clearly af-
fected the local natural conditions. The former areas were
characterized by acidic water presenting low electrical conduc-
tivity and high DO content. The urban areas (Sao Raimundo
and Educandos) presented higher pH and conductivity values
and low DO contents. The temperature of the water samples
was the most stable parameter, ranging from 24.5°C to 30.6°C
and from 24.0°C to 32.8°C in the respective areas.
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FIG. 1. Microbiological results obtained with water samples collected at 13 sites from streams of the Amazon hydrographic network according

to the collection period.

Molecular characterization. Genotyping of VP4 of group A
RV demonstrated that 13 samples were P[8], 1 was a coinfec-
tion of P[8] and P[4], and 1 was untypeable. Regarding VP7, 10
samples were characterized as G1 and 1 was untypeable. Only
three samples were characterized for both VP4 and VP7 genes,
and all of these were P[8].G1. Most of the positive samples
were obtained from polluted streams; however, three were
collected in rural and forest areas.

For HAdV, HAstV, and NoV genotyping, phylogenetic
analysis was performed by comparing the nucleotide sequences
obtained with their respective genotypes and with other strains
available in the GenBank database representing different
countries worldwide. For HAstV, the sequence analysis was
performed based on a region of 348 nucleotides in open read-
ing frame 2 of the HAstV genome, which clustered this strain
with the HAstV Oxford type 1 prototype (nucleotide identity
of 97.4%). Phylogenetic analysis performed to correlate the
HAstV sequence with other isolates from different countries
worldwide revealed a cluster including strains from Argentina,
Colombia, and Brazil. Among the Brazilian strains, the envi-

ronmental sequence displayed identities varying from 90.2% to
98.9%.

Partial sequencing of one strain was performed with region
B primers to determine the NoV genogroups. Phylogenetic
analysis revealed that this strain clustered within GII; however,
we were unable to determine its genotype with this set of
primers. Molecular characterization of HAdV was performed
by sequencing 5 out of 16 detected strains. The sequence anal-
ysis corresponded to the 253 nucleotides between positions 47
and 299 within the hexon gene. The data generated were com-
pared with the GenBank database and used to construct a
phylogenetic tree, which, according to the nucleotide sequence
identities (data not shown), showed that all of the strains be-
longed to species F; two of them were HAdV-40, and three
were HAdV-41.

DISCUSSION

According to the Brazilian Institute of Geography and Sta-
tistics, Brazil has surface water resources of 168,870 m?/s, rep-

81



VoL. 74, 2008

GASTROENTERITIS VIRUSES IN THE WATER STREAMS OF MANAUS

379

W Temperature BB Conduclivity= = pH —®— Dissolved oxygen

300 T

2501

2001

150 1

1001

Temperature “C and Conductivity p Scale

50 1

1 2 3 4 5 6

i

T8

~
pH and Dissolved Oxygen mg/L Scale

10 11 12

8 9 13

‘Water sample collection sites

FIG. 2. Means of the physicochemical data obtained from the 52 surface water samples collected during the study period according to the

collection sites.

resenting 50% and 11% of all the water available in Latin
America and in the world, respectively. Seventy percent of
Brazilian freshwater resources are located in the northern re-
gion of the country, in the Amazon hydrographic basin, where
only 7% of the Brazilian population lives. Although this is a
favorable situation, water quality is declining in most regions of
the country, mainly due to rapid population growth without
corresponding planning control. Similar to other Brazilian cit-
ies, Manaus has undergone rapid population growth in the last
3 decades, exhibiting growth from 300,000 inhabitants in the
1970s to 1,403,796 in the year 2000. Today, the urban popula-
tion represents 99.4% of the total population (4, 39). This
increase is the result of a large population influx to the city due
to federal government policies that provide incentives for man-
ufacturing activities initiated during the 1960s (12).

Urban development along the streams has led to a loss of
biodiversity and to a decrease in water quality in these ecosys-
tems, due to a series of adverse effects on these water bodies,
including the discharge of untreated sewage directly into
streams (12, 18, 41). The presence of the four main viruses
responsible for acute gastroenteritis observed in the water of
urban streams provides evidence that these viruses circulate at
relatively high frequencies among the population of Manaus,
while also reflecting the effects of increased population densi-
ties and anthropogenic activities on freshwater resources. In
addition, this information could provide an assessment of the
risk of human disease associated with sewage disposal into the
streams of Manaus. These findings indicate the gastroenteritis
burden of pathogenic viruses present in the water, due to the
use of river water for drinking or due to other routes of trans-
mission, such as poor hygiene, lack of sanitation, or even con-
tamination due to recreational activities such as bathing in
these areas. Studies showing viral diarrheal illness due to
waterborne transmission related to poor water quality have

been documented, including the ingestion of contaminated
water during body contact recreation (22, 26, 31, 38, 52). In
addition, the detection and characterization of HAdV, RV,
HAstV, and NoV in environmental water samples may provide
potentially useful data for epidemiological studies. The diver-
sity of viruses detected in the water was variable and depends
on factors like population density and infection prevalence
within a given community, such that the amount of viruses
dumped directly into river water in untreated discharge could
explain the prevalence and distribution of such viruses.

In the present study, RV was the most prevalent virus de-
tected, with P[8],G1 the only genotype characterized by a semi-
nested, typing-specific PCR, a reflection within the environ-
ment concerning the impact of these viruses on the population.
RV has been described as the most important virus in cases of
acute gastroenteritis, since it is responsible for a third of these
cases and RV P[8].G1 has been described as the most common
genotype circulating worldwide (44, 49). In a study performed
in Germany (47), RV RNA was detected and confirmed in 3 to
24% of the effluent and surface water samples tested.

The high percentage of RV detection in the present samples
indicates that this virus should be considered for use as a
potential indicator of fecal environmental contamination in
developing countries, where their circulation in the environ-
ment appears to be higher than HAdVs, which are already
considered a molecular index of human virus presence in the
environment (7, 13, 46). Recently, an epidemiological surveil-
lance of human enteric viruses of different environmental ma-
trices detected the same viral strain in feces of gastroenteritis
cases and in water and suggested both RV and HAdV as
reference viruses for risk assessment (11). The stability of RV
in environmental waters has been previously described, and its
resistance to physiochemical treatment processes used by sew-
age treatment plants may facilitate its transmission (5).
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Single-stranded RNA (ssRNA) virus detection rates were
lower, especially for NoV. We believed that the protocol used
could affect this result, and it is probable that the percentage of
NoV detected would have been higher if a nested (or semin-
ested) PCR assay had been used. The high sensitivity of the
nested PCR has been described and for RV could detect dou-
ble-stranded RNA from as few as 10 to 100 particles (28).
Despite the low levels of NoV detected, the emergence of
these viruses resulting in outbreaks of gastroenteritis is notable
(6, 10, 33). To date, no reliable data regarding the frequency of
NoV in Manaus are available and therefore the impact of these
infections could not be measured. HAstVs have been recog-
nized as important etiologic agents of viral gastroenteritis, con-
tributing to 2 to 26% of the gastroenteritis cases in developing
countries (19, 29, 55). The current rate of HAstV detection in
this study is within the 6 to 50% range of surface water, as
previously described (15, 29, 47).

The present results, based on direct molecular detection of
viruses in river water, were confirmed by direct sequencing of
PCR amplicons of one HAstV strain, one NoV strain, and six
HAGdV strains to ensure detection specificity. Nucleotide se-
quence analysis revealed the presence of HAstV-1 and NoV
genogroup II strains, confirming the wide distribution of these
viruses, as previously described (10, 14, 23, 25, 27, 33, 51). The
fact that the HAdV detected belongs to species F, serotypes 40
and 41, was also verified. The different types of HAdV de-
tected confirm that the quality control measures adopted
throughout these procedures were sufficient to ensure these
results. In addition, a study of hepatitis A virus (HAV) carried
out with the same samples (21) corroborated these results.

The present study also evaluated the potential of the virus
concentration method by negatively charged membrane filtra-
tion associated with different PCR protocols routinely used for
stool samples. The detection of ssRNA, double-stranded
RNA, and DNA viruses revealed that the association of the
methods described here is a feasible approach for detecting the
main waterborne enteric viruses responsible for gastroenteritis
in environmental water samples collected from different grades
of pollution. The lower virus detection rate in polluted water
samples during the dry season could be explained by the con-
centration of inhibitors throughout this period. It has been
demonstrated that the presence of organic compounds such as
humic, fulvic, and tannic acids, proteins, and inorganic com-
pounds such as metals present in the environment is a major
obstacle to the routine detection of enteric viruses from envi-
ronmental waters by PCR (1, 32, 50). In this study, 21 water
samples were negative for the presence of HAdV, HAstV,
NoV, and RV; however, considering that Torque teno virus
and HAV were also investigated in the same water samples
(results published elsewhere; 21; L. Diniz-Mendes, unpub-
lished data), the number of water samples negative for all
viruses was reduced to 11. Unfortunately, the presence of com-
pounds that could inhibit RT-PCR/PCR was not evaluated.
Previously, this method showed average recovery yields of
spiked poliovirus of 62% from 1 liter of artificial seawater (35).

Recently, environmental virological studies have emerged
worldwide and procedures for concentrating virus in water
samples associated with different detection methodologies
have been described (13, 30, 40, 48). In this study, we at-
tempted to gain an initial insight into NoV, HAstV, RV, and
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HAdV occurrence within surface water samples of the Ama-
zon basin. Thus, the PCR approach was useful as an alternative
to overcome the limitations of conventional techniques, such
as cell culture, since NoV cannot be grown in cell culture and
RV, HAstV, HAdV-40, and HAdV-41 are fastidious agents (8,
15, 34). In fact, the characteristics of these viruses were deter-
mining factors when selecting the association of a membrane
negative charged method with certain PCR methods, since
conventional virus concentration procedures that use positive
membrane and beef extract as an eluate are known to present
certain inhibitory effects on PCR detection for viruses (1,
15, 46).

Although the method used for detecting enteric viruses can-
not distinguish between infectious and noninfectious virions,
the detection of an sSRNA genome in the environment sug-
gests the presence of an infective virus since this molecule is
not very stable under environmental conditions (40). Further
studies concerning virus viability in these water samples should
be performed by cell culture or cell culture associated with
PCR, as previously described (15, 47).

The presence of viral genomes in areas showing low levels of
fecal contamination by bacterial indicators suggests the pro-
longed persistence of these viruses in the environment and
indicates that the enteric virus group is more reliable for en-
vironmental monitoring than bacterial indicators. It has been
recognized that these viruses are more stable than bacteria in
water and sewage, constituting not only a potential hazard but
also good indicators of fecal pollution, as well as the potential
presence of other viruses (8).

The anthropogenic influence on streams within the urban
area of the municipality of Manaus was also notable due to the
high quantities of total and fecal coliforms present in the water
samples and the physicochemical analyses that corroborated
previous findings, characterizing the Sdo Raimundo and Edu-
candos microbasins with an increased pH, high conductivity,
and a low DO content (41). Monitoring of these streams re-
vealed that viral contamination could be derived from infected
residents of the Sao Raimundo and Educandos microbasins
and reinforces the need to make improvements in water sup-
ply, sewage disposal, garbage collection, and urban drainage
services, as suggested in previous reports (12, 41). The flooding
events that occur annually in these areas may increase the
number of waterborne disease exposure scenarios (4). Addi-
tionally, a previous study performed in the city of Manaus by
using macroinvertebrates as bioindicators demonstrated that
80% of the streams within the urban area are impacted, such
that their abiotic characteristics have been modified by defor-
estation and water pollution (18).

In Brazil, a lack of studies regarding viral contamination
monitoring in surface water exists, and to the best of our
knowledge, no investigation to date has evaluated the presence
of viruses in river water of the hydrographic basin of Amazo-
nas. Data concerning HAV obtained in the same study were
published elsewhere (21). The viral contamination detected in
this study provides a better assessment of human disease risk
associated with sewage disposal into river water, increases our
knowledge regarding this subject, and assists in the develop-
ment of more efficient public health actions. The possibility of
detecting human enteric viruses in a given water source will
facilitate the provision of appropriate advice to public and
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responsible authorities regarding the use and treatment of
water. Continuous viral contamination monitoring is useful for
preventing waterborne disease outbreaks and for understand-
ing the impact caused by human occupation and the use of
territories that contain freshwater resources.
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Introduction

Abstract

Aims: A one-year survey was conducted to examine hepatitis A virus (HAV)
prevalence, distribution of genotypes and their relationship to bacterial indica-
tors in raw and treated sewage samples.

Methods and Results: Fifty sewage samples (raw = 25 and treated = 25) were
collected twice monthly from one sewage treatment plant in Rio de Janeiro.
Virus concentration was performed by adsorption to an electronegative mem-
brane followed by ultrafiltration. Viral RNA was detected by nested reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) and real-time PCR and pos-
itive products were directly sequenced. Total and faecal coliform concentrations
were also determined. By nested RT-PCR, HAV RNA was detected in 16/50
(32%) and eight (16%) of them were found in treated sewage samples. By real-
time PCR, HAV RNA was detected in 46/50 (92%) samples and 24 were from
treated sewage. Phylogenetic analyses classified nine isolates (56%) as subgeno-
type IA and seven (44%) as IB.

Conclusions: Real-time PCR was more sensitive than nested RT-PCR; the pres-
ence of subgenotypes IA and IB was described and bacterial indicators cannot
be used to predict HAV presence in sewage.

Significance and Impact of the Study: These results demonstrated that HAV
still remains in the environment after sewage treatment and could play an
important role in maintaining the endemicity of HAV infection.

Moreover, tissue culture is not applicable for primary
isolation of wild-type HAV which makes this methodo-

Hepatitis A virus (HAV) has been associated with many
outbreaks of waterborne origin in communities and
schools (De Serres e al. 1999; Villar er al. 2004). The tra-
ditional detection of viruses in water, including monitor-
ing treatment removal efficiency, is carried out by a
labour-intensive tissue culture methodology (American
Public Health Association 1992) that shows lack of sensi-
tivity, lengthy analysis time (up to 6 weeks) and problems
in detecting low virus numbers, which is the typical situ-
ation in environmental water samples (Tsai et al. 1994).

logy not available for HAV detection in environment.

The use of molecular techniques, such as polymerase
chain reaction (PCR), that is faster and more sensitive for
the detection of viruses has been well documented in
recent years (Tsai ef al. 1993; Morace et al. 2002; Kittigul
et al. 2006; Myrmel er al. 2006; Villar er al. 2006; De
Paula et al. 2007). More recently, real-time PCR was also
applied to quantify the presence of HAV in complex envi-
ronmental matrices (Abd el-Galil et al. 2005; Brooks et al.
2005; Jothikumar ef al. 2005; Villar et al. 2006; Rose et al.

© 2007 The Authors
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2006; De Paula ef al. 2007). This method improves the
accuracy and sensitivity of traditional PCR by adding a
fluorescently labelled probe so that the target gene can be
detected and quantified without subsequent verification.
Among the various quantitative PCR strategies available,
those based on real-time monitoring of the amplification
reaction are the most accurate (Kalinina er al. 1997).

These new methods offer several advantages such as
rapid turnaround time and a high degree of sensitivity.
Through enzymatic amplification, PCR is capable of
detecting the viral genomic RNA in diluents containing
less than 1 PFU (Tsai ef al. 1993). Because the PCR does
not require cell cultivation, it has been effectively used to
detect viruses which are difficult to cultivate (Tsai et al
1993; Morace et al. 2002; Kittigul et al. 2006; Myrmel
et al. 2006) such as HAV from sewage samples (Vaidya
et al. 2002; Pinto et al. 2007).

Therefore, the presence of HAV was assayed in raw
and treated sewage samples at one treatment plant in Rio
de Janeiro (Brazil) by nested and real-time PCR, and the
possible HAV reduction by treatment was calculated
throughout the year 2005. Furthermore, the genetic diver-
sity of HAV present in sewage was investigated by nucleo-
tide sequencing. The concentration of faecal and total
coliform was also tested and the relationship between col-
iforms and HAV was determined.

Materials and methods

Water samples

From January to December 2005, 50 raw and treated sew-
age composite samples were collected biweekly from one
activated sludge plant responsible for the urban sewage
treatment of the city of Rio de Janeiro, Brazil. For each
one, eight 250 ml deal were collected until form 21 of
sample stored in glass bottles.

The samples were delivered to the laboratory at the
same day of collection and immediately analysed. Total
and faecal coliforms were assayed by Colilert (IDEXX
Laboratories, Westbrook, ME) according to the protocols
described by the manufacturer. Temperature and pH of
the samples were determined on site upon collection.

Concentration methods

Each 21 of sewage sample was concentrated to detect
HAV using the method described by Katayama et al
(2002) with the exception that we added 1-5 mmol of
MgCl, and adjusted the pH to 50 with HCL. This method
was previously evaluated to concentrate HAV (Villar et al.
2006) and it uses a HA-negatively charged membrane
(Millipore, Burlington, MA, USA) and the eluate (10 ml)

© 2007 The Authors
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was reconcentrated using a Centriprep YM-50 Concentra-
tor (Millipore) to obtain a final volume of 2 ml.

Qualitative nested reverse transcription PCR
and sequencing

Viral RNA was extracted from 140 gl of the eluate using
the Qiagen Viral RNA KIT (Qiagen, Valencia, Spain).
Reverse transcription was carried out at 37°C for 1h
using 10 ul of RNA, random primer (Invitrogen, Rock-
ville, MD, USA) and Moloney murine leukemia virus
reverse transcriptase (Invitrogen). Then, VP1/2A region
was amplified using nested reverse transcriptase (RT)-
PCR as described elsewhere (De Paula er al. 2002). The
sensitivity and specificity of primers to detect HAV RNA
in water samples were previously demonstrated (Villar
et al. 2006). The PCR products were loaded onto a 2%
agarose gel, electrophoresed and stained with ethidium
bromide to visualize bands (expected length, 247 bp).
Amplicons were purified using the QIAquick Gel extrac-
tion kit (Qiagen) according to the manufacturer’s recom-
mendations. Direct nucleotide sequencing reaction was
performed in both directions of HAV RNA-positive sam-
ples with a Big Dye Terminator kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) and an automatic DNA sequencer
(ABI Prism 310; Applied Biosystems). The sequences
reported in this paper have been deposited in the Gen-
Bank sequence database under the following accession
numbers: EF204116 to EF204131.

Sequence analysis

The GCG software package, version 10-1 (Wisconsin
Sequence Analysis Package; Genetic Computer Group,
Madison, WI, USA), was used for editing, aligning of nu-
cleotides and translation of nucleotides into amino acid
sequences. Multiple alignments were initially performed
with the Clustal X program (Thompson et al. 1997).
A matrix was then generated to construct the Kimura
two-parameter model (Felsenstein 1993). Using this mat-
rix and the neighbour-joining method (Saitou and Nei
1987), a phylogenetic tree was generated, the reliability of
which was assessed by bootstrap resampling (1000 pseu-
doreplicates). These methods were implemented using the
MEGA 21 program (Kumar ef al. 2001).

Quantitative PCR standard curve

The 5 noncoding region of the HAV genome was chosen
to design the TagMan assay. The primers, probe and
reaction conditions were previously described (Villar et al.
2006; De Paula er al. 2007). All PCR reactions were car-
ried out using the 7500 Real-Time PCR System (Applied
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Biosystems). The RT step for the real-time assay was per-
formed as described before for qualitative PCR.

Calculation of HAV and coliforms removal

The HAV removal was determined by dividing the result
of the subtraction among HAV concentration found by
TagMan Assay in raw and treated sewage samples by the
concentration found in the raw sewage samples. Total
coliforms (TC) and faecal coliforms (FC) removal was
determined the same way, by dividing the result of the
subtraction value of coliforms found in raw and treated
sewage samples by the concentration found in the raw
sewage samples as was determined by Colilert.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + SD. Statistical analysis was
performed using the chi-square (%) test for independence
or with Yate’s continuity correction. Differences between
groups were considered to be statistically significant at
P < 0-05. All calculations were undertaken by using SPSS
version 8-0.

Results

HAV detection in sewage

Table 1 shows the water quality parameters of raw and
treated sewage samples. For raw sewage samples, TC
yielded a population density from 63 x 107 to
2 % 10° most probable number (MPN) ml™", the density of
FC ranged from 55 x 10° to 82 x 10 MPN ml™", but TC
and FC mean values did not show any seasonal variation.
HAV was detected by nested PCR in 8 of 25 raw samples,
and a tiny high positivity was observed during autumn
(4/7) and spring (3/6). By real-time PCR, viral load ranged
from 1-2 x 10° to 89 x 10° copies ml™", summer presented

L.M. Villar et al.

the highest mean value (8-9 x 10% copies mI™) and HAV
RNA was detected in 22 samples (88%).

For treated sewage samples, TC concentration ranged
from 1% 10° to 2 x 10° MPN mlfl, and FC concentra-
tion ranged from I'1 x 10* to 45 x 10* MPN ml™", but
the mean values of TC and FC did not show any seasonal
variation. HAV was detected by nested PCR in 8 of 25
treated samples, the highest positivity was observed dur-
ing spring (3/6) and by real-time PCR the viral load ran-
ged from 1-7 x 10% to 3-8 x 10% copies ml™", 24 samples
were positive (96%) and a higher mean value was
observed in autumn (3-8 x 10° copies ml™). None of
these variables were statistically significant in relation to
positivity to nested and real-time PCR.

Efficiency of the treatment

After primary (sedimentation) and biological (activated
sludge) secondary treatment, 99:9% of TC and 99-9% of
FC were removed, but only 42-:3% of HAV. These results
demonstrated that sewage treatment was efficient to
reduce a high concentration of TC and FC but it was not
efficient to reduce HAV particles. The mean concentra-
tion of TC was 57 x 107 MPN ml™" in HAV-positive raw
sewage samples, while it was 4-3 x 107 MPN ml™ in
HAV-negative raw sewage samples. The mean concentra-
tion of FC was 32 x 10* MPN ml™" for HAV-positive
treated sewage samples while it was 37 x 10* MPN ml™
for HAV-negative treated sewage samples. These results
showed that there was no association between bacterial
indicators concentration and HAV detection showing that
these indicators cannot predict the presence of HAV.

Phylogenetic analysis of HAV in sewage water samples

A total of 16 out of 50 samples were HAV RNA-positive
by nested RT-PCR and were submitted to nucleotide
sequencing in order to confirm the presence of HAV

Table 1 Water quality parameters and HAV detection by nested and real-time PCR in raw and treated sewage

Temperature Total coliforms Faecal coliforms Real-time Real-time Nested Genotypes
Season  Type pH (;O)* (MPN ml=")* (MPN ml~")* PCR (copies ml~")* PCR (n total™") PCR (n total™") (n type™")
Summer Raw sewage 6 277 63 x 107 55 x 10° 89 x 107 6/6 1/6 1(1A)
Treated sewage 6 285 1-8 x 10° 41 % 10% 2:7 x 107 6/6 2/6 2(1B)
Autumn  Raw sewage 62 25 1-8 x 107 7-8 x 107 69 x 10? 7/7 4,7 2(1A)/2(B)
Treated sewage 6 278 1% 10° 11 % 10° 3-8 x 107 7/7 1/7 1(IB)
Winter  Raw sewage 6 255 2 x10° 27 x 107 33 x 107 5/6 0/6 ND
Treated sewage 57 251 2 x 10° 42 % 10% 36 x 107 6/6 2/6 2(1B)
Spring  Raw sewage 65 253 1x10° 82 x 107 1-2 x 10? 4/6 3/6 3(14)
Treated sewage 55 258 2 x 108 45 x 10% 1-7 x 107 5/6 3/6 3(4)

*Mean values are shown.

ND, not detected; HAV, hepatitis A virus; PCR, polymerase chain reaction; MPN, most probable number

170

© 2007 The Authors

Journal compilation © 2007 The Society for Applied Microbiology, Letters in Applied Microbiology 45 (2007) 168-173

89




Aplicagéo de Metodologia de Concentracéo Viral para Deteccéo de Astrovirus em Aguas Ambientais

L.M. Villar et al.

RNA and to carry out the genotyping. A BLAST software
evaluation of the 218-bp fragment (positions 3024-3191)
indicated that HAV RNA-positive samples showed homo-
logies: 85:3-96:3% to the HAV strain HAS-15 and 88:5-
100% to strain HM-175. Figure 1 shows the phylogenetic
tree of nucleotide sequences from the 16 positive samples,
together with 13 HAV strains selected randomly from
environment and Brazilian patients, as well as six refer-
ence sequences from HAV subgenotypes A, IB, IIA, IIB,
IIIA and IIIB. Nine samples belong to subgenotype IA
and seven samples to subgenotype IB. In the raw sewage
samples, subgenotype IA was found in 6/8 samples while
in the treated sewage samples subgenotype IB was found
in 5/8 samples.

Identity among nucleotide sequence of sewage isolates
and the river water isolate previously in Rio de Janeiro
(Villar et al. 2006) varied from 849% to 95%. Identity
among sewage isolates and the tap water isolate from a
day care centre experienced an outbreak in the year 2004
(Rio de Janeiro) (Villar et al. 2006) and it varied from
881% to 99-5%. A comparison of the predicted amino

Genotypel 98

HAV in sewage in Rio de Janeiro

acid sequences of the VP1/2A region from sewage isolates
demonstrated an identity to HAS-15 from 86:1% to 100%
and related to HM-175 from 87:5% to 100%. Identity
among aminoacid sequences from sewage samples was
from 87:5% to 100% (data not shown).

Discussion

HAYV has also been detected in raw urban sewage in other
countries, such as India and Italy (Morace e al. 2002;
Vaidya et al. 2002). In the present study, HAV was detec-
ted by nested RT-PCR in 16/50 (32%) and by real-time
PCR in 46/50 (92%) sewage samples. This high rate of
HAV positivity provides convincing evidence that HAV
infection is widespread in the Brazilian environment.
Since, the prevalence of infection has diminished (Vitral
et al. 2006), outbreaks of hepatitis A still occur in Brazil,
as documented in the last years (Villar et al. 2004; Morais
et al. 2006). HAV prevalence determined by nested RT-
PCR in this study (32%) was high compared with the

study conducted by Vaidya efal. (2002) in India

SE-114 (Treated — November)
SE-107 (Raw- October)
HAP009

68 SE-106 (Treated- September)
RJ-215

SE-112 (Treated — November)
SE-105 (Raw —September)
SE-064 (Raw —May)

73r RJ-32

ENV 01 (River)

RJ-12
SE-109 (Raw- October)

Figure 1 Phylogenetic relationship of sewage
(SE) hepatitis A virus (HAV) isolates (represen-
ted in bold). A 218-bp segment of the HAV
virion protein VP1/2A genome region was
analysed using the two-parameter model of
Kimura. The numbers at nodes indicate

SE-117 (Raw — December)
SE-056 (Raw- March)
—— HAS-15

— SE-100 (Treated — August)
1B HAP300

100 | SE-104 (Treated- September)
RJ-049
RJ-005
51 HAP231
RJ-NSG2

bootstrap percentages after 1000 replicate [ SE-058 (Raw- April)

samplings. Only percentages > 50% are ENV 02 (tap water)

shown. The numbers in parentheses show the I~ SE-070 (Raw- June)

type of specirr;en an month of coHZCtlon‘.j H’\gE?.f)sg (Treated- April)
Genotypes and subgenotypes are indicate

for each branch. Reference sequences from 50|:| SE-052 (Treat:dE-:\)n;;((:':'?eated-February)
GenBank included isolates belonging to geno- lA CF-53

types IA (HAS-15, accession number X15464), 98 1B SLFss

IB (HM-175, M14707), lIA (CF53/Berne, 1B HA-JNGO6-90F
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AB258387). Bar, genetic distance: 0-05.
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(24-42%), but it was low compared with data obtained in
sewage samples from Cairo city (71%) (Pinto et al. 2007).
These differences in HAV prevalence could be related to
the different epidemiology of HAV infection in these dif-
ferent geographical areas, as well as to the methods used
to concentrate and detect HAV in the sewage samples.

In this study, we showed the applicability of molecular
methods to detect HAV RNA in sewage samples, especi-
ally TagMan PCR system which is highly sensitive to
detect and enumerate HAV RNA as it detects HAV in 46
samples showing 92% prevalence. Moreover, the present
study showed no correlation between viral contamination
and bacterial indicators using PCR as it was demonstrated
by other researchers (Skraber et al. 2004; Choi and Jiang
2005) and that sewage treatment was efficient to reduce
coliforms, but not to reduce virus that can persist in the
environment longer than bacteria (Lucena et al. 2004). So
risks based on bacterial standards may seriously underes-
timate the risk of virus-associated waterborne illness
(Noble and Fuhrman 2001; Jiang and Chu 2004).

The presence of subgenotypes IA and [B was observed
in Brazilian sewage as it was previously demonstrated
among sera collected from patients with acute hepatitis
(De Paula er al. 2002, 2004; Villar er al. 2004) and from
water collected from river and tap water in Brazil (Villar
et al. 2006; De Paula er al. 2007). Furthermore, close gen-
etic relationship was observed among sewage and clinical
and environmental isolates showing that HAV strains
have been disseminated into the environment in our
region. The presence of subgenotypes IA, IB and IIIA was
demonstrated in Spain sewage reflecting the diversity of
HAV in the environment such as in clinical patients (Pina
et al. 2001).

Conclusion

The present study describes the first detection of HAV in
sewage samples in Rio de Janeiro, Brazil, showing that,
although the efficiency of sewage treatment was good to
eliminate bacterial indicators, it was not efficient to elim-
inate HAV. As the virus still persists in the sewage it
probably constitutes one important source of HAV dis-
semination in the environment. No correlation was
observed among coliforms and HAV presence showing
that these indicators could not be used to indicate HAV
presence. The presence of two subgenotypes IA and IB
was demonstrated in the sewage samples. Real-time PCR
and nested RT-PCR were suitable to detect HAV in raw
and treated sewage samples, however real-time PCR was
more sensitive and it could enumerate HAV RNA show-
ing in this way the efficiency of sewage treatment. Monit-
oring the presence of virus is a critical component of the
evaluation of the quality of sewage in the environment.

L.M. Villar et al.
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