LEVANTAMENTO E DIAGNOSTICO DE Enterovirus EM
MANANCIAIS QUE ABASTECEM OS PRINCIPAIS MUNICIPIOS
DO ESTADO DE S. PAULO

1 INTRODUCAO

A contaminacdo das aguas superficiais e subtesgp@avirus entéricos tem sido uma
preocupacao constante das autoridades sanitadi@gpmtecdo ambiental, e tem recebido
atencdo especial devido ao risco que estes migngrgas representam para a saude
publica. Existem cerca de 100 tipos diferentes wasventéricos, todos considerados
patogénicos para o homem. Sua concentracdo nas @giduarias pode atingir 10.000 —
100.000/L e eles podem sobreviver por meses na @ga@o, contaminando as aguas
captadas para consumo humano.

Desde 1989, a Legislacdo Americana (Surface Watsatment Rule-SWTR) estabeleceu
como meta (Maximum Contaminant Level Goal — MCLGuwséncia de virus na agua
tratada. Esta regulamentacdo exige também quetameato aplicado a agua captada
garanta uma reducéao/inativacéao de 4 logs para (ilSEPA 1989).

Em 1996, através da “Information Collection Ruke’Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA) estabeleceu um programaoam@l monitoramento para
protozoarios patogénicos e virus em todos os sést@rue abasteciam comunidades com
mais de 100.000 habitantes, com o objetivo de tlavatados sobre a ocorréncia destes
microrganismos nas aguas captadas para consumonbufNaste programa, todos os
sistemas que apresentassem mais de 1 particulaudeviavel por litro e/ou mais que 10
cistos/oocistos de protozoarios por litro na agudabcaptada para tratamento deveriam
monitorar a presenca destes microrganismos nategjada (USEPA 1996).

No Brasil, a Portaria 518, de marco de 2004, que sgbstituir a Portaria 1469 de 2000,
recomenda o monitoramento Haterovirus com objetivo de reduzir também a zero sua
presenca na agua tratada. E portanto muito imgdertaravaliacdo da presenca desses
organismos nas aguas captadas para consumo huBRASIL 2004).

Neste relatorio sédo relatados os resultados dausesgeEnterovirus em alguns do
principais mananciais do Estado de Sao Paulo, lpagtecem as cidades com 0s maiores

indices populacionais. Adicionalmente ao projetagioal, também foi avaliada a



ocorréncia dé\denovirus e deVirus da hepatite A. Os coliformes termotolerantes também

foram analisados.
2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-Os virus entéricos

Os virus associados a ocorréncia de doencas delagio hidrica sdo essencialmente
agueles que infectam o trato gastro-intestinalcees@retados nas fezes dos individuos
infectados, sendo denominados de virus entériadsy@tzbrod 2000; Wyn-Jones 2001,
WHO 2004). Carter (2005) inclui dentre os viruséeiobs de maior importancia na
transmissao através de agua e alimentos os ademokimanos, 0s astrovirus, 0s
calicivirus, o virus da hepatite E, os parvoviaspicornavirus (enterovirus, cobuvirus e
virus da hepatite A) e os rotavirus.

Em virtude de sua maior resisténcia a desinfecgdo,indicadores bacterianos de
contaminagcdo fecal comumente utilizadosEscherichia coli ou coliformes
termotolerantes) ndo fornecem indicios da preseogaauséncia de enterovirus,

adenovirus e do virus da hepatite A em amostraguie (WHO 2004).

2.1.1-Enterovirus

Os virus do géner&nterovirus (familia Picornaviridade) estdo dentre 0s meneiass
conhecidos e seu genoma é um RNA de fita simplesdmonum capside icosaédrico de
20 a 30nm de diametro, sem envelope. O gérammrovirus pertence a familia
Picornaviridae que inclui mais outros 11 génerosnt® as dez espécies deste género
destacam-s&nterovirus humanos A, B, C (espécie tipo) €& (ICTV 2009), com varios
sorotipos, dentre os quais poliovirus e o0s virugsaokie. Segundo ICTV (2009)
Parecovirus é outro género da familia Picornaviridade com @ee® tipoParecovirus
humano. Os ecovirus (atudParecovirus) e os virus coxsakie constam da “Contaminant
Canditate List 2" da Agéncia Ambiental Americans&s@EPA 2005).

Os enterovirus sao os agentes etioldgicos mais el infeccdo em humanos causando
doencas de pouca gravidade (gastroenterite cone febixa) mas tambéem afeccbes
extremamente graves, como miocardite, meningoeliteeéapoliomielite, dentre outras.
Estima-se que esses microrganismos sejam a causarcke de 30 milhdes de mortes
anualmente nos Estados Unidos (WHO 2004). Com é&mga, principalmente em

criangas, as infec¢des sao assintomaticas, massnessos também ocorre a excrecao de



grandes quantidades dos virus nas fezes. O cqéssoal e a inala¢do de particulas virais
presentes no ar ou em secrecdes respiratoriasss@asade transmissdo predominantes.
As infeccdes por esses agentes tém incidéncia naaxarwerdo e inicio do outono, o que
coincide com a época na qual as atividades reorisi sGo mais frequentes (Kochwa-
Haluch 2001, apud Fong & Lipp 2005). Por outro ladoomprovou-se
epidemiologicamente a transmissdo por meio de twoné&reacional, em criancas (agua
de lago) para os virus coxsakie A16 e B5 em datssapenas (WHO 2004).

Existem varios relatos na literatura sobre a oooigéde enterovirus no ambiente, pois
varias linhagens celulares sédo sensiveis a essg®rganismos podendo assim ser
utilizadas na sua deteccdo. Suas concentracOefezess sdo bastante inferiores aquelas
das bactérias indicadoras de contaminacéao fecalnmero de enterovirus no esgoto bruto
pode atingir 1 UFP (Unidade Formadora de Placa)/mL enquanto quentagem de
coliformes totais é de cerca de’IOmML (Wyn-Jones & Sellwood 2001). A eliminac&o
de virus no ambiente ndo é constante ao longo doResquisas sobre a ocorréncia de
virus coxsakie em agua de rio demonstraram umaénern sazonal com densidades
maximas na metade do verdo, época na qual tamb@&meocmaior nimero de relatos da
doenca em clinica (Sellwood 2000 apud Wyn-Jonegl&8od 2001; WHO 2004 ).

2.1.2 —Adenovirus

O géneroMastadenovirus (familia Adenoviridae) inclui 22 espécies dentre camis a
espécie tipoAdenovirus humano C (ICTV 2009). Os adenovirus estdo amplamente
disseminados no ambiente e infectam passaros, sranié anfibios. Seu genoma € um
DNA de fita dupla contido em um céapside de formatmsaédrico, sem envelope. Os
adenovirus causam varios tipos de infeccdo, pmhmipnte no trato respiratorio e na
conjuntiva.

Os adenovirus sdo excretados em densidades elevasldszes humanas e ocorrem no
esgoto, aguas brutas e tratadas e também ja foetentados em moluscos (WHO 2004,
Carter 2005). Em 2005, os adenovirus foram inchiit® “Contaminant Candidate List
2" da Agéncia Ambiental Americana (USEPA 2005) psle importancia sanitaria e
ocorréncia frequente em muitos ambientes aquaticos.

Existe uma grande variedade de vias de transmess&posicdo e o consumo de agua ou
alimentos contaminados nas afeccdes entéricas € posaibilidade. Somente foi
comprovada a associacdo de surtos de faringitengurdtvite por esses agentes na

exposicao recreacional em piscinas (WHO 2004).



Numa recente revisao sobre adenovirus humanos ea) digng (2006) relata sua maior
resisténcia a desinfeccao pela luz ultra-violetay@ncia em 4guas doces, costeiras, e de

consumo humano e também em piscinas.

2.1.3 —Virusda hepatite A

Virus da hepatite A € um virus RNA de cépside icosaédrica, sem engelBpa Unica
espécie tipo do génerdepatovirus, familia Picornaviridae (ICTV 2009). A infeccéo é
praticamente assintomatica em criancas, e confaraidade duradoura. De uma maneira
geral, a gravidade da doenca, com ictericia e daepaticos aumenta com a idade. O
periodo de incubacéo é longo e os sintomas incfebne, mal-estar, ndusea, anorexia e
desconforto abdominal. A transmissdo € fecal-aliméta ou indireta pelo consumo de
agua e alimentos (principalmente mariscos) contadus, e as evidéncias
epidemioldgicas de transmisséo pela agua para esgesao mais significativas que para
qualquer outro virus entérico (WHO 2004).

Wyn Jones & Sellwood (2001) relatam a ocorrénciavdeos surtos da doenca em
diferentes partes do mundo, bem como a detecc@®egsiesganismos em diferentes tipos

de amostras ambientais.

2.2 — Métodos de deteccao e quantificacao de viraistéricos em amostras ambientais

O principio da deteccao de virus entéricos em radtaelulares € o método classico e de
referéncia para analise desses microrganismossetabse no fato que certos virus podem
multiplicar-se em culturas celulares “in vitro” eueg essa multiplicacdo pode ser
visualizada. Essa visualizacdo pode ser direta, gghricdo de um efeito citopatogénico
(ECP), o que ocorre por exemplo com poliovirus,uwvircoxsakie,Parecovirus e
Adenovirus. O isolamento em monocamada celular € realizaddweas etapas principais:
inoculacdo e adsorcdo dos virus sobre as célulaseguir incubacdo em presenca de
meios liquidos ou gelificados.

Para alguns virus que ndo produzem ECP, ou pacuais as linhagens celulares séo
pouco sensiveis a deteccdo € realizada indiretemerfa por meio de uma técnica
imunoldgica “in situ” ou por técnicas de BiologieoMcular.

Previamente a inoculacdo em culturas celularescéssaria uma concentracao, que pode
ser realizada por filtracdo em cartuchos (filtras mrofundidade) ou membranas. A

escolha do filtro depende do volume e tipo de araai# agua a ser concentrada. Apos
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essa filtragdo, que resulta ainda em volumes valante grandes, € necesséria uma
concentracdo secundaria (ou reconcentracdo), qde per realizada por floculagéo
organica, precipitacdo com polietileno glicol, dtracentrifugacdo. (Schwartzbrod 2000,
APHA 2005).

Apds a extragdo e concentragdo, segue-se umaddageEscontaminacdo e eventualmente
de detoxificacdo, durante a qual o extrato obtiti@&do de forma que sejam eliminados
os fungos, as bactérias e na medida do possivstésuias toxicas. Com esse objetivo,
adiciona-se uma mistura de antibidticos a amostrecentrada ou, alternativamente,
realiza-se um tratamento com cloroférmio ou filmgor membranas de porosidade de
0,22um (Schwartzbrod 2000).

Na etapa final de deteccéo viral, a amostra é ladauem cultura de células, em meio
gelificado contendo vermelho neutro (corante vitdlpsse meio, as células normais
apresentam uma coloracdo rosada devido a incogmmg corante vital. As particulas
virais ao infectarem as células normais, replicamespropagam-se para as células
vizinhas. As células infectadas perdem a capacidadabsorcédo do corante e aparecem
como regides circulares incolores ou “placas”, gaedestacam das demais células que
estdo coradas pelo vermelho neutro. O fato de utaaappoder ser produzida
originalmente por uma Unica particula infectantevsion, torna esse método altamente
guantitativo, permitindo calcular o numero de udefavirais a partir do nimero de placas
formadas no agar (APHA 2005a).

Os virus também podem ser detectados e identificado técnicas imunolégicas, sendo
bastante utilizada a soro-neutralizacdo, microscaf® imunofluorescéncia e ELISA
(“enzyme linked immuno assay”).

A utilizacdo de técnicas de Biologia Molecular,npipalmente RT-PCR (reacdo em
cadeia da polimerase apOs transcricdo reversalfasn na obtencdo de uma grande
quantidade de informacgfes na area de virologia emtddi (Wyn-Jones 2001), permitindo
a deteccao de virus patogénicos com crescimentedo@ado ou nenhum crescimento em
culturas celulares. Entretanto, a grande desvamtalgssa técnica € a falta de informacéo
sobre a infecciosidade dos virus detectados. Rguerar esse inconveniente vem sendo
bastante utilizada atualmente a integracdo dosrdéiedos, ou seja a Reagdo em Cadeia
da Polimerase Integrada a Cultura Celular. As am®stoncentradas sdo inoculadas
previamente em cultura celular, o que permite a lifiogtdo viral e em seguida
submetidas ao RT-PCR (Schwartzbrod 2000;Wyn-Jon&gl&vood 2001). Uma revisédo

recentemente publicada sobre avaliacdo da infdatié de virus entéricos em amostras



ambientais discute igualmente as vantagens degsaagbem como a aplicacdo de outros
métodos baseados na técnica de PCR para estedunigRez et. al. 2009).

3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 — Amostragem
3.1.1- Locais e periodicidade das coletas

A coleta das amostras foi realizada nos locais rilescna Tabela 1, nas datas
programadas no projeto da CETESB “Rede de Moniterdmda Qualidade das Aguas
Interiores do Estado de S&o Paulo”, que foi criado 1974, em atendimento a Lei
Estadual n® 118/73. Esse projeto tem por prin@p@tivo avaliar a qualidade das aguas
de rios e reservatorios do Estado, utilizados, rdenutros usos para abastecimento
publico, realizar o levantamento de areas prioasapara controle da poluicdo, dar
subsidio técnico para elaboracdo dos RelatériosSitleacdo dos Recursos Hidricos
realizados pelos Comités de Bacias Hidrograficasdemtificar trechos de maior
degradacéo nos quais fosse requerida a acao pveventontrole da CETESB, por meio
da construcdo de ETEs (Estacdes de Tratamento detdispelos municipios ou
adequacao de langcamentos industriais (CETESB 200%)época da realizacdo deste
trabalho, a Rede Basica de Monitoramento incluiad géntos de amostragem nos quais
eram analisados bimestralmente varios paramesm®d$i quimicos e biolégicos. Dentre
0s pontos de amostragem utilizados para captagbastecimento publico, para a 12 fase
do Projeto, foram selecionados 10 pontos situadosregides de elevada densidade
populacional para as andlises de virus entéricalse(a 1).



Tabela 1 — Descricdo dos locais de coleta das amostragyde durante a 12 fase do

projeto

Unidade de Gerenciamento de
Recursos Hidricos (UGRHI)

NUmero do Ponto/Local de Coleta

N° Nome
Paraiba do Sul 1 - R. Paraiba, captacdo de Aparecida
Piracicaba, 2 - R. Atibaia, captacao de Atibaia
Capivari, Jundiai 3 - R. Atibaia, captagéo n° 3 de Campinas
4 - R. Piracicaba, captacao de Piracicaba
5 - R. Piracicaba, captacdo de Americana
6 - R. Capivari, captacao de Campinas
6 Tieté 7 - Ribeir&o dos Cristais, captagédo da ETA de Cajgm
8 - R. Cotia, captacdo da ETA do Baixo Cotia
9 - Reservatorio Guarapiranga, captacéo da SABESP
7 Baixada Santista 10 - Canal de Fuga Il, Usina H. Borden

Numa 22 fase do Projeto, os pontos que apresenfayarentagens elevadas de resultados

positivos foram recoletados para quantificacdo Higerovirus nos pontos e datas

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Descricdo dos locais de coleta das amostragyda durante a 22 fase do

projeto
Unidade de Gerenciamento de Recursos Local de coleta Data de coleta
Hidricos
N© Nome
2 Paraiba do Sul R. Paraiba, captagdo21/02/2008
de Aparecida 03/04/2008
5 Piracicaba, Capivari,| R. Atibaia, captacao 15/01/08
Jundiai de Campinas 26/05/08
R. Piracicaba, 29/01/08
captacao de Piracicaba 12/03/08
6 Alto Tieté R. Cotia, captacao 23/01/08
ETA Baixo Cotia 25/03/08




3.1.2 — Caracteristicas da UGRHIs avaliadas

3.1.2.1 — UGRHI 02 — Paraiba do Sul

Esta Unidade engloba uma &rea de 14.44% kesta situada ao leste do Estado, sendo
composta por 34 municipios com cerca de 5% da pof@alpaulista. Sdo coletados 89%
do esgoto produzido e o indice de tratamento édknode 33% do esgoto gerado.

Os constituintes principais séo os rios ParaibuRaratinga, formadores do rio Paraiba do
Sul e rios Paratei, Jaguari e Una. Os principais a® solo incluem atividades urbano-
industriais e rurais. A agua € utlizada para a&mastento publico e industrial,
afastamento de efluentes domésticos e industriaigiacdo de plantacdes.

Sé&o atualmente monitorados pela Rede CETESB setegpde captacgéo, e para avaliacdo
dos virus foi selecionado o ponto de captacdo diadei de Aparecida do Norte. Nesse
ponto, as coletas e analises para a 12 fase detgfojam realizadas nos meses de junho,

agosto, outubro e dezembro de 2006, e em fevezahwil de 2007.

3.1.2.2 — UGRHI 05 - Piracicaba, Capivari, Jundiai

Esta UGRHI possui uma &rea de 14.178 ksendo composta por 57 municipios e
compreende mais de 11% da populagédo do Estadocdéimdos 84% do esgoto total
produzido, enquanto que o indice de tratamentoa¥datam de 27% do esgoto gerado. S&o
constituintes principais os rios Capivari e Capi\Mirim (Bacia do rio Capivari), rios
Jundiai, Jundiai Mirim e Pirai (bacia do rio Juiderios Atibaia, Corumbatai, Jaguari,
Camanducaia, Pirapitingui, Jacarei e Piracicabeidltho rio Piracicaba). Quanto aos usos
do solo, a UGRHI caracteriza-se por acentuado aebemento industrial e alta
densidade populacional, englobando a Regido Mditapa de Campinas. A agua €
utilizada para abastecimento publico e industatdstamento de efluentes domésticos e
industriais, irrigacédo de plantacoes, geracao degene recreacao.

Sé&o atualmente monitorados 18 pontos de captagda D&RHI e para avaliagdo na 12
fase deste projeto foram selecionados dois porta®rAtibaia (captacdo de Atibaia e de
Campinas) e dois pontos no rio Piracicaba (captagidiracicaba e de Americana).
Nesses pontos, as coletas e analises foram resdirad meses de maio, julho, setembro e
novembro de 2006, e em janeiro, marco e maio d&.ZDémbém foi avaliado o ponto de
captacdo de Campinas no rio Capivari, com coletagabses nos meses de junho, agosto,

outubro e dezembro de 2006, e em fevereiro e jdeH007.



3.1.2.3 - UGRHI 06 — Tieté

Esta UGRHI possui uma area de 5.868 kré composta por 34 municipios e abrange a
parte superior do Tieté desde sua cabeceira asgragem do reservatorio de Pirapora,
numa extensdo de 133 km. Nesta regiao reside amaitte a metade da populacdo do
Estado e esta incluida parte da regido metropalittnGrande Sao Paulo. Sdo coletados
81% do esgoto produzido e o indice de tratamemta édem de 37% do esgoto gerado.
S&o0 seus principais constituintes os rios TietérdCIParaitinga, Biritiba Mirim, Jundiai e
Taiacupeba Mirim; rios Embu-Guacu e Embu-Mirim; fmtia; rios Baquirivu-Guacu,
Tamanduatei, Pinheiros e Juqueri, e corregos Adiczme Cabucu de Baixo. Quanto aos
usos do solo, nas areas das cabeceiras do rio petdominam a producao
hortifrutigranjeira, a silvicultura, e a mineragde ndo-metalicos para a construcao civil.
A producdo industrial estd mais concentrada nosicipios de Santo André, Sao
Bernardo do Campo, S&o Caetano do Sul, DiademaaeufBas. A 4gua € utilizada para
abastecimento publico e industrial, recepcao deepfes domésticos e industriais, geracao
de energia, pesca, recreacao e irrigacao.

S&o atualmente monitorados 11 pontos de captagamevaliacdo da ocorréncia de virus
na 12 fase deste Projeto foram selecionados tré@®gmo Ribeirdo dos Cristais, na ETA
de Cajamar, no rio Cotia, na captacdo da ETA dxdB&otia e no reservatorio
Guarapiranga na captacdo da SABESP. Nesses posta®letas e analises foram
realizadas nos meses de maio, julho, setembro @mmo de 2006 e em janeiro e margo
de 2007.

3.1.3 — Técnica de coleta

Foram coletados volumes de 40L de agua, em doscdsade polietiieno de 20L,
conforme procedimento de coleta descrito no “Stahddethods” (APHA 2006). As
amostras foram transportadas ao laboratorio nadexya de 2° a 8°C e analisadas no
periodo maximo de 24 horas apds a coleta.

3.2 — Andlise deEnterovirus, Adenovirus e Virus da hepatite A
3.2.1 -Concentragao das amostras

Para a concentracdo das amostras foi utilizado tdoédescrito em Norma Técnica
CETESB (CETESB 1986). Volumes de 40 litros foraltnailos em membrana de éster de
celulose de 293 mm de diametro e 0,45 um de padsié um pré-filtro AP20 como
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clarificante (Millipore). Para concentracao dastipatas virais adicionou-se ao volume
total de 40 litros, 200 mL de cloreto de aluminjb M e o pH foi ajustado para 3,5 com
HCI 6N. Apos a filtracdo foram adicionados a sujgegfda membrana 300 mL de extrato
de carne 3% em tampao glicina 0,05 M, pH 9,5 (Ruig. 1994). O eluente foi recolhido

em um erlemeyer estéril, o pH ajustado para 3,5 agitacdo lenta por 30 minutos e
centrifugado a 7000 rpm por meia hora (CentrifugeckBnan, modelo J2 — HS). O

precipitado foi ressuspendido em 8 mL de soluc&tafo de sodio 0,15 M e armazenado

em freezer -70°C.

3.2.2 — Reconcentragado das amostras

O concentrado de cada amostra foi centrifugado ypoa hora a 34.500 rpm em

ultracentrifuga (Sorvall, modelo RC90) previamergsfriada a 4° C. O sedimento foi
ressuspendido em 1 mL de solucdo tampao glicina §,2pH 9,5, (solugcdo usada para
eluicdo das particulas virais do material organieojransferido para um tubo tipo
“eppendorf’” de 1,5 mL, mantido em banho de gelo egiacdo manual por 30 minutos.
Adicionou-se a seguir 1 mL de uma solucdo de PBlBi¢&o fisiologica tamponada com
fosfato) duas vezes concentrada e seguiu-se unréwgacao por 20 minutos a 7000 rpm
(Centrifuga Beckman, modelo J2 — HS). O sobrenadé#mit colocado em tubo de

ultracentrifuga e novamente centrifugado por 1 lo@4.500 rpm a 4° C. O sedimento
obtido foi ressuspendido em 500 pL de PBS e arnaaioea -70° C (Puig et al. 1994).

3.2.3 — Extracdo dos acidos nucléicos

Os acidos nucléicos foram extraidos segundo meig@oldescrita por Boom et al. (1990)
com pequenas modificacdes utilizando-se o isoti@t@ de guanidina como principal

componente do tampéo de lise e adsorgdo dos duidtiscos a particulas de silica.

Os 500 pL do concentrado obtidos no item 3.2.2nfloedicionados a uma mistura

contendo 50 pL de particulas de silica e 900 pltatgpdo de lise. Essa mistura foi
incubada a temperatura ambiente por 10 minutosnetitla a lavagem e centrifugacao,
duas vezes com tampéao de lavagem, duas vezes aooi @0% gelado e uma vez com
acetona. O sedimento obtido apés completa evappag@cetona foi ressuspendido em
30 pL de tampao de eluicdo para virus DNA e em B@gitampéo de eluicdo contendo

inibidor de RNase para virus RNA, ambos prepasat momento do uso.



3.2.4 -Sequéncia de oligonucleotideos “primers” utilizadosa técnica de PCR
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A sequéncia, especificidade e sensibilidade dosngs” utilizados neste estudo foram

descritos previamente (Formiga-Cruz et al. 2005 Tbela 3 estdo descritas as

sequéncias e localizacdo no genoma dos iniciadpaea deteccdo dédenovirus,

Enterovirus e Virus da hepatite A.

Tabela 3— Sequéncia e numero de pares de bases de oligotideos dos primers utilizados

Tipo de Virus? Primers Sequéncia N° de pares de bases
(bp)

Ad 40 hexAA1885 | 5-GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC-3' 301
Ad 41 hexAA1913 | 5-CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT-3’

Ad 2 nehexAA1893| 5-GCCACCGAGACGTACTTCAGCCTG-3' 143
Ad2 nehexAA1905| 5-TTGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCGGTC-3’
CV B4 Ent 1 5-CGGTACCTTTGTACGCCTGT-3’ 540
Pélio 1 Ent 2 5-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3’
Pélio 1 neEntl | 5-TCCGGCCCCTGAATGCGGCTA-3' 123
CV B4 NeENt2 | 5 GAAACACGGACACCCAAAGTA-3’

HAV HAV 1 5-TTGGAACGTCACCTTGCAGTG-3’ 368
HAV HAV 2 5-CTGAGTACCTCAGAGGCAAAC-3’

HAV neHAV 1 | 5-ATCTCTTTGATCTTCCACAAG-3’ 290
HAV neHAV 2 | 5.GAACAGTCCAGCTGTCAATGG-3’

®Ad, adenovirus; CV, coxsackievirus; HAV virus daphtte A, 5'- NTR; non translated region

3.2.5 - Deteccao dos virus RNAEfterovirus e Virus da Hepatite A) pela reacdo em

cadeia de polimerase, precedida de transcri¢ao renga (RT-PCR)

3.2.5.1 - Sintese de cDNA paranterovirus e Virus da Hepatite A

Todas as misturas foram preparadas em tubos tipperelorf” estéreis e os reagentes

utilizados foram adicionados na ordem descritaxabdtm seguida, as misturas foram

homogeneizadas, centrifugadas rapidamente (5 seguadl12.000 rpm (microcentrifuga

refrigerada Eppendorf).



12

Mistura RT-1 (volume final 11,5 yl)

1 pL de tampéo PCR 10 vezes concentrado
0,6 uL de Mgd (25 mM)

0,4 uL de DNTPs (25 mM)

1 pL de Primer Ent 1 (0,4 uM)

1 pL de Primer Ent 2 (0,4 uM)

5 uL do RNA extraido (obtido no item 3.2.3)

Esta mistura foi incubada a 95° C por 5 minutogada ao banho de gelo e em seguida

acrescentou-se a segunda mistura:

Mistura RT-2

1 uL de DTT (0,1 M)

0,5 pL de Inibidor de RNAse (20 U/ pL)

1 pL de transcriptase reversa (50 U/ uL)

As misturas RT-1 e RT-2 foram incubadas por 30 toma 42° C e por 5 minutos a 95°
C. Para reduzir a probabilidade de contaminacgéo rmaheculas amplificadas de cDNA,
areas separadas foram usadas para manipulacdealgsntes e amostras.

3.2.5.2 - Primeira Amplificacdo enzimatica do cDNAINA

Para reacdo de amplificacdo do cDNA, foram utila80 pL de uma mistura contendo:
4 uL de tampao PCR 10 vezes concentrado

2,4 uL de MgGi (25 mM)

29,7 uL de agua ultra pura estéril

0,4 uL de Tag DNA Polimerase

1 pL de cada oligonucleotide especifico na cortpd/ (direito e esquerdo)

Esta mistura foi homogeneizada, centrifugada esteaidla para o termociclador onde foi

processada com a seguinte programacao:
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1 ciclo de denaturacdo a 95° C durante 2 minuéggiido de 30 ciclos sucessivos a 95° C
(2 minuto); 55° C (1 minuto) ; 72° C (1 minuto)ma esses 30 ciclos uma extensao final

a 72° C - 5 minutos; e armazenamento a 4° C.
3.2.5.3 - Segunda amplificacdo enzimatica (Neste€R)

1 pL do produto da primeira amplificacdo foi adi@do a 49 pL da seguinte mistura:

« 5 pL do Tampéo PCR 10 vezes concentrado

« 3 uLde MgCj25 mM

« 0,5uL de dNTPs 25 mM

1 uL de cada oligonucleétideo especifico para rsdgguamplificacdo (direito e

esquerdo) a 0,18 uM
- 38 uL de agua ultra pura estéril
0,5 puL da Tag DNA Polimerase (5 U/uL)

Esta mistura foi homogeneizada, centrifugada esteadla para o termociclador e
processada pelo mesmo programa utilizado na panaenplificacéo.

3.2.6- Deteccao dAdenovirus pela reacdo em cadeia de polimerase

3.2.6.1 — Primeira amplificacéao

Para primeira amplificac&o, utilizou-se uma mistlgeb0 pL contendo:
* 5 puL de tampéo PCR 10 vezes concentrado
e 3 pL de MgCj}(25mM)
* 0,5pulde dNTPs (25mM)

1 pL de cada oligonucleotideo especifico para pramamplificacdo a 0,4 uM

(direito e esquerdo)
* 0,4 pL de Taqg DNA polimerase (5 U/uL)
e 29,1 uL de agua ultrapura estéril

e 10 pL do DNA extraido

Esta mistura foi homogeneizada, centrifugada esteaida para o termociclador e processada
segundo o programa descrito no item 3.2.5.2.
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3.2.6.2 — Segunda amplificacao

Para segunda amplificacao, utilizou-se uma mistar&0 pL contendo:
5L de tampéo PCR 10 vezes concentrado
e 3 puL de MgC} (25mM)
* 0,5ulde dNTPs (25mM)

« 1 pL de cada oligonucledtideo especifico para pramamplificacdo a 0,4 uM

(direito e esquerdo)
* 0,4 uL de Taq DNA polimerase (5U/uL)
e 38,1 uL de agua ultrapura estéril

e 1 pL do produto da primeira amplificagéo

Esta mistura foi homogeneizada, centrifugada, fesidg para o termociclador e

processada segundo o programa descrito no iteB3.2.

3.2.7 — Separacéo eletroforética

Foram aplicados 10 pL dos produtos da reacdo de Pi©Renientes da segunda
amplificacdo, bem como os controles positivos fipadraoEnterovirus (Pélio 1, 2 e 3
Sabin),Virus da Hepatite A- HAV HM-175 e Adenovirus tipo 40 e 4], negativos (agua
ultra-pura) e 1uL do marcador de peso molecularl@XHae 11l digest” (Invitrogen) e 2

ML do corante azul de bromofenol 0,1%, em gelgiease 2,5% .

A segquir foi efetuada a corrida eletroforética & &irante 3 horas e apos o gel foi corado
por 15 minutos com brometo de etideo (0,5 pug/ mL).

Os resultados dos amplicons foram analisados emsilmeninador com lampada UV e

registrados no sistema de captura de imagem (U\@e;Ip

3.3 — Quantificagdo do€nterovirus por meio de inoculagdo em cultura de células
Neste trabalho a quantificacdo Beterovirus foi realizada pela técnica de plagueamento
em meio semi-solido (meio Eagle gelificado), uéihdo a linhagem celular RD

(rabdomiosarcoma humano) segundo procedimentositdesem CETESB (1987).
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3.3.1 — Concentracdo das amostras
As amostras (volume de 40 L) foram concentradascdedo com o procedimento descrito

no item 3.2.1.

3.3.2 — Reducéo do efeito citotdxico
Para reducéo do efeito citotoxico, a amostra cdrada foi submetida a filtracdo em pré-
filtro AP20 e membrana de 0,45 um (Millipore).

3.3.3 — Descontaminagéo e teste de esterilidade

Para a descontaminacgdo, foram adicionados a anmstentrada, 0,5 mL de solucao
estoque de penicilina G potassica, 0,5 mL solugisuifato de gentamicina e, 0,5 mL de
solucéo de fungizona.

Apbs contato de uma hora, 1 mL do concentrado dzst@enfoi adicionado a dois tubos
com caldo triptona e soja. Os tubos foram incubaa@5 = 0,5° Cdurante 14 dias,
realizando-se leituras diarias para verificacadudeacdo ou qualquer outra evidéncia de
crescimento de microrganismos.

3.3.4 — Ensaio de quantificacao

3.3.4.1 — O meio de cultura das garrafas contenthorsocamada perfeitamente formada
foi eliminado, adicionando-se a seguir 0,5 ou 1,0d&a amostra concentrada (ou diluicdes
da mesma).

3.3.4.2 — Apés incubagdo a 35° C durante duas hanasadsor¢do dos virus, a amostra
foi descartada e foram adicionados 5,0 mL de meiificado, que foram distribuidos de
maneira uniforme sobre a monocamada.

3.3.4.3 — As garrafas foram incubadas em posig&rtida a 35° C, realizando-se leituras

diarias para contagem das placas de lise , at&a$sd maximo.

3.4 — Determinagéo de coliformes termotolerantes
Os coliformes termotolerantes foram analisados pétmica de membrana filtrante,
utilizando-se o agar mFC (APHA 2005b).
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

O monitoramento rotineiro de microrganismos patamgeEn em aguas destinadas a
captacdo e tratamento ndo é recomendado devidmgiexadade e desempenho analitico
insatisfatorio (baixas porcentagens de recuperagaesmo desconhecimento desse dado)
dos métodos disponiveis. Por outro lado, uma ay@digeridodica deve ser realizada para
fornecer subsidios as autoridades sanitarias engsesas de saneamento, que poderdo
dessa forma otimizar os processos de tratamento.

O monitoramento dEnterovirus em aguas superficiais ja havia realizado em aegatala
dentro de Programa de Avaliacio da Qualidade dassAmteriores da CETESB. Martins
et al. (1986), utilizando a técnica de inoculac@oli@hagem celular BS-C-1, relataram a
presenca deéenterovirus em 14,9 % de 383 amostras de aguas brutas, cadetzm
diferentes reservatorios do Estado de S&ao Paulo.

Nesse trabalho, onde foram analisadas 60 amostraguhs brutas provenientes de dez
mananciais situados em quatro UGRHIs do Estad@nfodetectadas porcentagens
elevadas de amostras positivas para o0s virus @gérnalisados (85 %), mesmo

considerando-se que a técnica utilizada néo detares 0 microrganismo € ou nao viavel.

(Figura 1)

. Positivo
. Negativo

Figura 1 — Porcentagens de amostras positivas e negativa®p virus analisados
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No que diz respeito a deteccdo dos diferentes winatisados, pode ser verificada uma
porcentagem mais elevada de positividade para @éowia deAdenovirus e Enterovirus
simultaneamente (53 %), seguindo-se amostras yassifiaraAdenovirus e Enterovirus
isoladamente. Foi muito baixa a porcentagem de wmasopositivas para ¥irus da
hepatite A (Figura 2).

Esse padrdo de positividade foi observado na n@adie dos dez pontos analisados,
exceto nos pontos 3 e 5, nos quais a porcentagelamtaeovirus e Adenovirus foi um

pouco menor (Figura 3 e Tabela 4).

1% 1%

Enterovirus

Adenovirus

Enterovirus e Adenovirus
Adenoviruse HAV

Enterovirus, Adenoviruse HAV

Figura 2 — Porcentagens de amostras positivas para osmiésrvirus analisados

100%

80%
W E+ A+HAV

60% B A+HAV

Porcentagem
de amostras 40%
positivas

W E+A
A

HE

20% Locais de coleta

0%

Figura 3 — Porcentagens de amostras positivas para osmiésrvirus analisados
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RESULTADOS

UGRHI
. 0 "
NG Nome Local de Coleta Numero e porcentagem (%) de amostras positivas
Enterovirus Adenovirus | Enteroviruse | Adenovirus | Enterovirus,
Adenovirus e HAV Adenovirus e
HAV
2 Paraiba do Sul R. Paraiba, captacdo de Aparecida 1(16,7) 2 (33,3 3 (50) 0 0
5 Piracicaba, R. Atibaia, captacdo de Atibaia 1(16,7) 0 2 (33,3 0 0
Capivari, Jundiair R. Atibaia, captagdo n° 3 de Campinas 2 (33,3) 0B (5 1(16,7) 0 0
R. Piracicaba, captagéo de Piracicaba 1(16,7) 6,71 3 (50) 1(16,7)
R. Piracicaba, captacdo de Americana 2 (33,3) 0 333 0 1(16,7)
R. Capivari, captacdo de Campinas 0 1 (16,7 4166, 0 0
6 Tieté Ribeirdo dos Cristais, captacéo da ETA de 1 (16,7) 1(16,7) 3 (50) 0 0
Cajamar
R. Cotia, captacédo da ETA do Baixo Cotia 1(16,7) aa,7) 4 (66,7) 0 0
Reservatorio Guarapiranga, captagéo da 0 3 (50) 2 (50) 0 0
SABESP
7 Baixada Santista Canal de Fuga ll, Usina H. Borde 1(16,7) 1(16,7) 2(50) 0 0
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Quanto a sazonalidade, uma porcentagem muito nas llle amostras positivas foi

detectada nos meses de julho e agosto, meses nwas dom menor precipitacdo

pluviométrica (Figura 4).

Porcentagem de
amostras positivas

20%

100% -
80% 1
60% 1~

40%

| I I I -
-
T T T T T

Mai-Jun 06

Jul-Ago06 Set-Out06 Nov-Dez06 Jan-Fev07 Mar-Abr07 Més de coleta

Figura 4 — Porcentagem de amostras positivas para os viralssados nos diferentes

meses de coleta

As concentracdes de coliformes termotolerantesrfai@vadas em quase todos os pontos

avaliados, com médias geométricas superiores allBa@d100 mL em sete desses pontos.

Em dois pontos (Reservatorio Guarapiranga, na ¢captda SABESP e no Canal de Fuga

da Usina Henry Borden), esses valores foram imfesi@a 100 UFC/100 mL. Nao se

verifica portanto, relacdo entre as concentracOéslian desses indicadores e as

porcentagens de amostras positivas para os vitésaas (Tabela 5 e Figura 5)
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Tabela 5— Concentracdo minima e maxima de coliformes taim@ntes nos 10 pontos de captacdo

avaliados
UGRHI Coliformes Termotolerantes
Local de Coleta Concentracao
N° Nome
UFC/100 mL
2 Paraiba do Sul R. Paraiba, captacao de Aparecida 7-3,4.10
5 Piracicaba, R. Atibaia, captacao de Atibaia 48 -2,3.10
Capivari, Jundiair g ~Atibaia, captacdo n° 3 de Campinas 17-10,9.10
R. Piracicaba, captacdo de Piracica‘ba 799-109.10
R. Piracicaba, captacdo de Americdna 20 - 3,3.10
R. Capivari, captacao de Campinas 47 — 974.10
6 Tieté Ribeiréo dos Cristais, captacéo da 2,5.16 - 2,3.10
ETA de Cajamar
R. Cotia, captacdo da ETA do Baixp 1,1.10 - 2,4.10
Cotia
Reservatorio Guarapiranga, captacgo 4 -820
da SABESP
7 Baixada Santista Canal de Fuga Il, Usina H. Borde 23-170

100000 7
2,E+04

9E03 f f— 7Fi03 7,6+03
3e¢03 [ | [
"

9,E+03
10000 °

) 1,E+03
1000 u est

100 1~ B2
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10 1 . | | | | | | |
Coliformes .

termotolerantes 1+ . ‘ . . ‘ ; ‘ . .
UFC/100mL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Locais de coleta

Figura 5 — Concentracdes de coliformes termotolerantes iamgdométrica) em cada

local de coleta



21

Na segunda fase do Projeto, isto é, avaliacdo taikivd pela técnica de inoculagdo em
cultura de células RD, em amostras recoletadasoeaisl com altas porcentagens de
resultados positivos na primeira fase, foram olzgkas concentracdes variaveis entre 0,23
e 9,58 UFP/L (Tabela 6 e Figura 6). Em todos ogqgmresses resultados foram mais
elevados na segunda campanha, sem aparente rempaoutros parametros avaliados
(coliformes termotolerantes, pH, temperatura, @uria de chuvas, turbidez, sélidos

totais, etc.).

Tabela 6— ConcentragGes deterovirus em quatro pontos de coleta, em duas campanhas

de amostragem

Local de coleta Resultados (UFP/L)
12 Campanha 22 Campanha
R. Paraiba, captacdo de Aparecida 0,80 9,58
R. Atibaia, captagédo de Campinas 0,23 0,95
R. Piracicaba, captacao de Piracicaba 0,25 2,7
R. Cotia, captacdo ETA Baixo Cotig 0,53 5,68

UFP = Unidade Formadora de Placa; 1% Campanhhal®1/2/2008; 22 Campanha: 12/3 a 26/5/2008

I
[ 12campanha
I

[ 2acampanha

Enterovirus
UFP/L

* Locais de coleta
|

Figura 6 — Concentracdes denterovirus em quatro pontos de coleta, em duas campanhas

de amostragem
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Schwartzbrod (2000), numa revisdo sobre virus éesplblica, relata as concentracdes de
virus entéricos a partir de avaliacOes realizadagguas superficiais de diferentes paises
do mundo. As porcentagens de amostras positivasctddhs nesses estudos, que
utilizaram tanto a técnica de inoculacédo em culbaro outros métodos, variam de 10 a
100%.

Denis-Mize et al (2004) utilizaram a técnica deculacdo em cultura celular (linhagem
RD) e RT-PCR multiplex para avaliar a ocorrénciavitas Enterovirus, Reovirus, Virus

da hepatite A e Nororovirus) em cinco bacias hidrograficas com variadas caristicas
climaticas, de ocupacédo do solo e de qualidadegyda, docalizadas em diferentes estados
americanos. Em 87 % das amostras foram detectadssoultivaveis. A cada campanha
de amostragem, uma das amostras era inoculada clowipus, tendo sido obtida uma
recuperacdo média de 54 %. Os autores destacarpoatamcia de testes de controle de
qgualidade também na interpretacédo dos resultadotdaicas de biologia molecular: apos
exclusdo dos resultados potencialmente falso-positReovirus, Rotavirus e oVirus da
hepatite A foram detectados em 30 %, 20 % e 17 % das amasiedisadas pelo método
de RT-PCR multiplex.

Sedmak et al. (2005), realizaram um estudo de @ows sobre a ocorréncia de virus
cultivaveis em diferentes tipos de amostras amaignem Milwaukee, Wisconsin, nos
Estados Unidos. Além das células BGM, requeridéds petodo ICR-USEPA (USEPA
1996), foram utilizadas as linhagens Hep-2, CAC@ RD. Das 18 amostras do lago
Michigan (captacdo para a cidade de Milwaukee) iadas, 8,8% foram positivas
(Reovirus), na maior parte das vezes durante os meses nagisNa quantificacdo desses

virus, foram verificadas concentracdes maximasO)ddMP (Numero Mais Provavel)/L.

Em estudo realizado no rio Tamagawa, no Japao,nttdacaet al. (2005) avaliaram um
novo método de concentracdo para a deteccadod®mirus, Enterovirus e Torque Teno

Virus pela técnica de TagMan PCR. A quantificacdo dosvitus foi realizada por PCR

em tempo real Enterovirus também foi analisado por cultura celular (BGM)oasada ao
PCR. Mais de um tipo de virus foi detectado em @B %) de 64 amostradlorovirus
genotipo 1 e 2 édenovirus foram detectados em 53 %, 44 % e 45 % das amostras
respectivamente. As concentraces médiadlaevirus genétipo 1 e 2 foram 0,087 e
0,61 genomalL, respectivamente, com valores maisadbs no inverno (0,21 genomas/L

e 2,3 genomas/L, respectivamente). Foram verifeadaostras positivas pdeaterovirus



23

por PCR direto (9 %) e por cultura celular assaciad PCR (3 %)Torque teno Virus
(virus emergentes da hepatite) foi isolado em 5 & dmostras. Observou-se uma
correlacdo elevada entre a ocorréncia dos virus@eentracdo de coliformes totais e

presenca de fagos F-especificos.

Quanto aAdenovirus, sua prevaléncia em agua tratada e bruta foi adéughor Van
Heerden et al. (2005), na Africa do Sul. Essesrastaletectaram 44% de amostras
positivas paraAdenovirus utilizando uma técnica integrada de cultura celelanested
PCR.

Num trabalho de revisdo sob#glenovirus em aguas, Jiang (2006) resume os resultados
das pesquisas sobre a ocorréncia desses micrargesnam aguas interiores e costeiras,
gue vem aumentando com o advento da técnica de B@R relatos de ocorréncia de
porcentagens mais elevadas de amostras positivaspmparacdo com as avaliagdes que

utilizaram a técnica de cultura de células apenas.

5 - CONCLUSOES E RECOMENDACOES

» De acordo com os resultados obtidos nesse tralsélh@levadas as porcentagens de
amostras positivas dos virus entéric&sterovirus e Adenovirus em mananciais
localizados em algumas areas densamente povoadeasattp de S&o Paulo;

» Esses resultados devem ser utilizados pelas emspesgaonsaveis pelo abastecimento
de agua nessas regides para selecdo dos pont@ptdedm mais adequados e para
otimizac&o dos processos de tratamento da 4guad&dos sdo igualmente Uteis para
as autoridades sanitarias na investigacdo de sdetadoencas virais, com possivel
transmissao hidrica e devem igualmente orientdiliaagdo desses recursos hidricos
para outros fins, como por exemplo, contato recoeate irrigacao ;

« E recomendada a realizacdo de um estudo semekyanteitras UGRHIs do Estado
de S&o Paulo de forma a obter dados sobre a oc@réesses virus nas demais
regides do Estado para esses mesmos fins;

* Esse estudo poderia servir de modelo para estwhoslisantes em outras regides do
Brasil, cuja realizacdo seria regulamentada porondai legislagédo brasileira sobre
agua de consumo humano, que, em sua versdo atmherda a pesquisa de

Enterovirus em agua tratada.



24

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

American Association of Public Health 2005a. Stadddethods for the Examination of
Water and Wastewater, 212 edicdo. Secédo 9510G. ARNWNA/WEF. Washington DC.

American Association of Public Health 2005b. Stadddethods for the Examination of

Water and Wastewater, 212 edigdo. Se¢édo 9222D. ARNNA/WEF. Washington DC.

American Association of Public Health 2006 . Stadddethods for the Examination of
Water and Wastewater on line. Secao 9060. Appriwye8tandard Methods Committee
2006. APHA/AWWA/WEF. Washington DC. Disponivel em
[http://lwww.standardmethods.org]. Acesso em 7/88200

Boom R. et al. 1990. Rapid and simple method faifipation of nucleic acids. J. Clin.
Microbiol. 28: 495-503.

Brasil. Ministério da Saude. Portaria 518 de 25nd@¢o de 2004. Disponivel em
[http//www.anvisa.gov.br/e-legis]. Data de acesa2/2011.

Carter MJ 2005. Enterically infecting viruses: maganicity, transmission and significance
for food and waterborne infection. J. Appl. Microhi98:1354-1380.

CETESB 1986. Enterovirus em agua — Concentracdantsstras a partir de grandes

volumes de agua. Método de Ensaio. S&o Paulo, 2886 Norma Técnica.

CETESB 1987. Enterovirus em agua. Isolamento e tifigagdo. Procedimento. Sao
Paulo, 1987. 29p. Norma Técnica.

CETESB 2007. Relatério de Qualidade das Aguasitmesr no Estado de S&o Paulo
2006.

Denis-Mize K, Fout GS, Dahling DR, Francy D. 20@ktection of enteric viruses in
stream water with RT-PCR and cell culture. Jouafdater and Health, 2(1): 37-47.

Fong TT, Lipp EK. 2005. Enteric viruses of humand animals in aquatic environments:
health risks, dtection and potential water quadisgessment tools. Microbiol. Mol. Biol.
Rev. 69 (2): 357-371.



25

Formiga-Cruz M et al. 2002. Distribution of humanral’contamination in shellfish from
different growing areas in Greece, Spain, Swedeth the United Kingdom. Appl.
Environm. Microbiol. 68: 5990-5998.

Formiga-Cruz M. et al. 2005. Nested multiplex PGRay for detection of human enteric
viruses in shellfish and sewage. J. Virol. Metht@s: 111-118.

Haramoto E, Katayama H, Oguma K, Ohgaki S. 200%li&ation of cation-coated filter
method to detection of noroviruses, enteroviruadgnoviruses and Torque Teno viruses
in the Tamagawa River in Japan. Appl Environ Mi¢cob@1(5): 2403-11.

ICTV (International Committee on Taxonomy of Virg$e€2009. Virus taxonomy: 2009
release. Disponivel em [http://www.ictvonline.orighs Taxonomy.asp?version=2009].
Data de acesso: 24/2/2011.

Jiang SC 2006. Human adenoviruses in water: Oaucere@nd health implications: a

critical review. Environm. Sci. Technol. 40: 71324D.

Martins MT, Sanchez PS, Marques E, Monteiro, CK]Jivg AG. 1986. Ten year survey
pf Salmonella and enterovirus in raw and treated waters in tfeatgSao Paulo area,
Brazil. Water Sci. Technol. 18(10): 53-60.

Pina S, Puig M, Lucena F., Jofre J, Girones R. 199&l pollution in the environment
and in shellfish: human adenovirus detection by RSRn index of human viruses. Appl.
Environ. Microbiol. 64(9): 3376-3382.

Puig M et al. 1994. Detection of adenoviruses anigreviruses in polluted waters by
nested PCR amplification. Appl. Environ. Microbi6D (8): 2963-2970.

Rodriguez RA, Pepper IL, Gerba CP. 2009. Applicattd PCR-based methods to assess
the infectivity of enteric viruses in environmentadmples. Appl. Environm. Microbiol.
75(2): 297-307.

Schwartzbrod L 2000. Virus humain et santé publiqumsequences de l'utilization des
eaux usées et des boues en agriculture et conclyiie Disponivel em
[www.who.int/entity/water_sanitation_health/...lvs:pdf] Acesso em 22/9/2009.



26

Sedmak G, Bina D, MacDonald, J, Couillard L 200BdNyear study of the occurrence of
culturable viruses in source water for two drinkimgter plants and the influent and
effluent of a wastewater treatment plant in MilwaakWisconsin (August 1994 through
July 2003). Appl. Environm. Microbiol. 71(2):104240.

United States Environmental Protection Agency (USEF989. Part Il: National Primary
Drinking Water Regulations; Filtration, DisinfeatipTurbidity, Giardia lamblia, Viruses,
Legionella , and Heterotrophic Bacteria; Final Rdle@ CFR Parts 141 and 142. June 29,
1989.

United States Environmental Protection Agency (USEFR996. National Primary
Drinking Water Regulations: Monitoring Requiremerfr Public Drinking Water
Supplies; Final Rule40 CFR Part 141. May 14, 1996.

United States Environmental Protection Agency (USER005. CCL 2 List & regulatory
determinations. Disponivel em: http://www.epa.ggwdw000/ccl/ccl2.html. Acesso em
23/9/2009.

Van Heerden J; Ehlers MM; Helm A; Grabow WOK 200%\Rlence, quantification and
typing of adenoviruses detected in river and tekatenking water in South Africa. J.
Appl. Microbiol. 99: 234-42.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. 2004 Guidelines for drking water
quality.Volume 1. Recommendations'™ 3d. World Health Organization. Genebra..
Disponivel:  [http//www.who.int/water_sanitation_heéwag/guidelines/en/index.html].
Acesso em 13 de julho de 2009.

Wyn Jones AP, Selwood J. 2001. Enteric virusesiénenvironment. J. Appl. Microbiol.
91:945-62.



