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RESUMO

O adenovirus humano (HAdV) é indicado como um biomarcador viral para a
andlise de qualidade da agua. Assim, estudos que evidenciam a ocorréncia
ou mesmo as interacdes destes em agua sdo de suma importancia, ja que
as pesquisas na area sao inexpressivas. Neste contexto, foram objetivos do
estudo: (i) detectar, quantificar e caracterizar molecularmente os HAdVs
circulantes no sistema de abastecimento de agua tratada da cidade Goiania;
(ii) avaliar a infecciosidade e a recuperacédo de copias gendmicas (CG) de
HAdV-5 em solucbes simuladas com solidos tropicais e em condicbes
controladas de pH e presenca de matéria organica (MO) e (iii) estabelecer
uma equacdo matemdatica para avaliar a taxa de recuperacdo de copias
gendmicas virais em condi¢des simuladas com solos argilosos. Assim, no
segundo semestre de 2012, foram coletadas amostras de 4gua tratada (5 L)
em 4 reservatorios e em seus respectivos pontos na rede de distribuicdo de
Goiania, totalizando 80 amostras. As amostras foram concentradas,
quantificadas por PCR em Tempo Real Quantitativa (QPCR) e parte destas
sequenciadas. Ao todo, 76,6% (10° - 10° CG/mL) e 37,5% (10* - 10® CG/mL)
das amostras foram positivas para os reservatérios e seus pontos na rede de
distribuicdo respectivamente. Portanto, a agua tratada de Goiania esté
contaminada por um elevado nimero de HAdV tipo C. Quanto ao estudo
com os solidos, amostra de um solo hidromérfico foi subdividida em duas
partes: solo com matéria organica (CMO) e solo sem matéria organica
(SMO). Foi adicionado separadamente 5, 25 e 50 mg de solo CMO e SMO
em tubos de polipropileno estéreis de 50 mL, adicionado agua ultrapura e o
pH das solucdes ajustado para 6,0 e 8,0. Em seguida, foi adicionado 1 mL
de aliguota viral e o volume foi completado para 50 mL. Os tubos em réplica
foram agitados a 150 rpm por 1h a 24 °C e decantados por 1h. O genoma
viral foi quantificado (CG/mL) por qPCR e a Infecciosidade por Ensaio em
Placa de Lise. A dgua com sélidos promoveu uma redu¢cdo na recuperacao
das CG/mL e na infecciosidade viral. A MO nao influenciou na recuperagao
das CG/mL (p>0,05), todavia, foi predudicial a infecciosidade viral, com
diminuicdo de 2 logiy de Unidades Formadoras de Placa por Mililitro
(PFU/mL), quando comparado com os tratamentos SMO. O pH 6,0
desfavorece a inativacdo e a argila é o principal elemento responsavel pela
interacdo do HAdV-5. A equacdo matematica é util na avaliacdo da
recuperacdo das copias gendmicas virais em solucbes argilosas. Estes
dados podem auxiliar em estudos eco-epidemildgicos, de inativacao viral ou
tratamento da agua.

Palavras-chave: adenovirus, agua tratada, matéria organica, pH, gPCR
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ABSTRACT

Human adenovirus (HAdV) is indicated as a viral biomarker of water quality.
Thus, studies that show or even the occurrence of these interactions in water
are of great importance, since these studies are still scarce. The aims of
these studies were: (i) to detect, quantify and molecularly characterize the
HAdV serotypes that can to circulate in the water supply treatment in the city
of Goiania; (ii) evaluate the infectivity and recovery of genomic copies (GC)
of HAdV-5 in simulated condition with solids derived from tropical soils and
under controlled conditions of the pH and the presence of organic matter
(OM); (iii) establish a mathematical equation to evaluate the recovery rate of
virus genome copies in simulated conditions with clay soils. Thus, in the
second half of 2012, we collected sample water in a volume of 5 L of 4
treated water reservoir and their respective points in the distribution network
in the city of Goiania, totaling 80 samples. The samples were concentrated,
quantified by gPCR and sequenced. Altogether 76.6% (10° - 10° CG/mL) and
37.5% (10" - 10° CG/mL) of the samples were positive for the reservoir and
their respective points in the distribution network respectively. Therefore,
Goiania’s treated water is contaminated with a high number of HAdV type C.
In the study of the interaction of HAdV-5 with the solid (sediments), a
hydromorphic soil sample was divided into two parts: soil organic matter
(WOM) and soil less organic matter (LOM). Then, it was added separately 5,
25 and 50 mg of soil WOM and LOM in sterile polypropylene tubes of 50 mL,
added ultrapure water and adjusted the pH to 6.0 and 8.0. Then was added 1
mL of viral aliquot and the volume made up to 50 mL. The tubes in replica
were shaken at 150 rpm for 1h at 24 °C followed by decantation. The viral
genome was quantified (GC/mL) by Real-Time PCR and the Infectivity by
Assay Plate Lysis. Water with solids promoted a reduction in the number of
GC/mL and viral infectivity. The OM did not affect the recovery of GC/mL (p>
0.05). However, the OM was harmfulto to the infectivity of the virus, with a
reduction of 2 logip of Plaque Forming Units per milliliter (PFU/mL), when
compared with treatments LMO. The acidic pH is unfavorable to virus
inactivation, and the clay is the main element responsible for the interaction
of HAdV-5. The mathematical equation is useful in assessing the recovery of
viral genomic copies in clay solutions. These data can offer support in eco-
epidemiological studies of viral inactivation or water treatment.

Key-words: adenovirus, treated water, organic matter, pH, g°PCR
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1 INTRODUCAO

1.1 Virologia Ambiental

A agua é vital aos seres vivos. E a substancia mais abundante das
células, responsavel por quase 70% do peso celular e meio indispensavel
para a ocorréncia da maioria das reacoes intracelulares (ALBERTS et al.,
2010). Apesar dessa importancia, infelizmente, o que se tem observado é
uma consideravel depreciacdo na qualidade da mesma pelo mundo. Fato
associado ao aumento da populacdo, sobretudo urbana, acarretando um
expressivo acréscimo no numero de fontes poluidoras, e evidentemente, da

populacdo de micro-organismos patogénicos (SILVA, 2009).

Dentre esses micro-organismos, uma atencdo especial deve ser
dada aos virus, que sado importantes patdégenos geralmente disseminados ao
meio ambiente através da rota fecal-oral (CHAPRON et al.,, 2000;
HARAMOTO et al., 2008). Esses patdgenos sao provenientes de esgotos
domésticos sem tratamento ou tratados e liberados ao meio ambiente
(CALGUA et al., 2011), contaminando ndo somente as fontes de agua, mas

também o solo.

A pesquisa de virus em meio ambiente, chamada de virologia
ambiental, teve inicio ha mais de meio século (METCALF; MELNICK;
ESTES, 1995). O primeiro estudo que se tem relato foi realizado por Melnick
(1947), o qual purificou amostras de esgoto da cidade de Nova York e
injetou em macacos. Algum tempo depois, lesdes caracteristicas de infec¢édo
viral foram detectadas nestes animais. Posteriormente, entre dezembro de
1955 e janeiro de 1956, ocorreu um grande surto de diarreia em Nova Délhi
(india) com aproximadamente 230.000 casos (MELNICK, 1957; METCALF;
MELNICK; ESTES, 1995). O rio Jumoa, fonte primaria de abastecimento
publico, estava contaminado com esgoto (MELNICK, 1957). Ap0s o
incidente, o virus da hepatite E foi identificado como o agente patogénico
responsavel pelo surto (PURCELL; TICEHUST, 1988).
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A expansdo da virologia ambiental ocorreu a partir da década de
1990, com a incorporacdo de metodologias que agregaram maior
especificidade e sensibilidade, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR — Plimerase Chain Reaction) (SILVA et al., 2011).

O primeiro estudo que efetivamente relatou com sucesso 0 uso de
metodologias moleculares na detec¢do de virus em amostras ambientais foi
realizado por Tsai et al. (1993), que detectaram enterovirus e virus da
hepatite A em amostras de esgoto e agua do mar. Posteriormente, foram

detectados adenovirus e enterovirus em agua poluida (PUIG et al., 1994).

Desde entdo, devido a pressdo social por agua ausene de micro-
organismos, os virus vém sendo extensamente monitorados em diferentes
matrizes ambientais, sobretudo em agua de uso e consumo humano
(ALBINANA-GIMENEZ et al.,, 2009). A deteccdo e 0 monitoramento
ambiental destes patdgenos sdo de suma importancia e estdo em
consonancia com as propostas inspiradas em movimentos internacionais,
como o modelo das cidades saudaveis da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO — World Health Organization) (WHO, 1997). Esse modelo apresenta
como ponto de convergéncia, a abordagem de doencas e agravos pautada
na epidemiologia social, ou seja, voltado para o completo bem estar-

populacional.

Os virus sédo patégenos de importancia subestimada em amostras
ambientais, haja vista a dificuldade em se detectar os mesmos. Ademais, 0
atual modelo de tratamento da agua € ineficaz na remocéao e eliminacédo dos
virus (KOOPMANS et al., 2002; BOSCH et al., 2008), sendo incapaz de
fornecer agua ausente de virus (BOSCH et al., 2008). Isso acontece pelo
reduzido tamanho e estrutura do capsideo viral, que confere a passagem
destes patégenos pelos sistemas de filtros de areia utilizados nas estacdes
de tratamento de agua e pela resisténcia a cloragéo, tal como ocorre com o
virus norwalk (KESWICK et al.,, 1985). Assim como 0s microsporidios,
protozoarios esporulaveis de dificil remocéo por filtracdo, a inativagcéao viral
requer o uso de luz ultravioleta no reator, metodologia onerosa, que €

disponivel apenas em alguns paises desenvolvidos, e que nem sempre tem
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acao efetiva sobre todos os agentes virais (MAMANE-GRAVETZ; LINDEN,
2004). Os adenovirus, por exemplo, sdo os patdbgenos mais resistentes ao
tratamento com luz ultravioleta (LINDEN et al., 2007). A inativacéo de 4 log
(99,99 %) de adenovirus requer uma dose de 200 mJ/cm?, enquanto que 30-
40 md/cm? sdo suficientes para inativar outros grupos virais (GERBA;
GRAMOS; NWACHUKU, 2002; SHIN; LINDEN; SOBSEY, 2005).

Os virus sao geralmente eliminados no meio ambiente através da
rota fecal-oral (CHAPRON et al., 2000; JIANG; NOBLE; CHU, 2001). Dentre
esses virus, os mais comumente disseminados sdo: enterovirus, norovirus,
virus da hepatite A, adenovirus, rotavirus e os astrovirus (WU et al., 2011). A

Figura 1 ilustra as possiveis rotas de transmissao hidrica dos virus entéricos.

Current Opinion in Biotechnology

Figura 1 - Possiveis rotas de transmisséo hidrica de virus entéricos. Os virus sao
eliminados em numero extremamente elevado em fezes, urina e vOmito dos
individuos infectados (na ordem de 10° a 10™ particulas virais). S&o introduzidos no
ambiente através da descarga de residuos tratados e ndo tratados. Em
consequéncia, estes patdgenos contaminam o ambiente marinho (a), as aguas
doces (b) e subterraneas (c). As &guas tratadas (e) tém sido responsaveis por
surtos de gastroenterite e hepatite. Alguns alimentos sdo susceptiveis de
contaminacéo, tais como moluscos bivalves (d), principalmente ostras, mariscos e
mexilhdes; folhagens (f), como alface, cebolinha verde e outras verduras e frutos
(g), como framboesas e morangos. Fonte: (BOSCH et al., 2008).
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Foram identificados mais de 140 tipos diferentes de virus no trato
gastrointestinal de humanos infectados e que podem ser encontrados em
aguas (HURST, 1991, p. 113). A presenca destes virus em aguas é um sério
problema de saude publica em muitos paises (CHEN et al., 2006) e a
ingestdo destes, mesmo que em baixas concentracbes, pode acarretar
agravos a saude (WARD; AKIN; D'ALESSIO, 1984; MENA; GERBA, 2009).

Assim, a pesquisa de virus em agua tratada e demais tipos de
matrizes ambientais é de grande interesse em saude publica, especialmente
em paises em desenvolvimento, onde h& caréncia de informacédo sobre
vigilancia microbiologica, analise de risco e estudos epidemioldgicos
(RIGOTTO et al.,, 2011). Nos paises industrializados, na vanguarda da
virologia ambiental, estes patégenos sdo implicados como os principais
causadores das gastroenterites (LOPMAN et al., 2003).

Na Europa, ja se realiza o monitoramento ambiental de virus desde
a década de 1990, com a incorporacao do monitoramento de enterovirus nos
parametros de regulamentacao da qualidade da agua (PINA et al., 1998). O
governo canadense segue parametros especificos para a disponibilizacao da
agua a populacdo (remocdo e/ou inativacdo minima de 4 log de virus)
(HEALTH CANADA, 2011). Na Austrdlia, os biossolidos gerados devem ter <
1 virus entérico por 100 g de produto final tratado (NRMMC, 2004).

Como ndo h& um indicador viral padrdo estabelecido para o
monitoramento das diferentes matrizes ambientais, nos ultimos anos,
diversos pesquisadores tém proposto o uso do adenovirus humano (HAdV)
como este indicador (ALBINANA-GIMENEZ et al., 2006; SILVA; GARCIA-
ZAPATA; ANUNCIACAO, 2011; WYN-JONES et al., 2011; FONGARO et al.,
2013). No Japao, os adenovirus sdo os indicadores preferenciais para
certificar a qualidade virolégica da agua (KATAYAMA et al., 2008) e foram
incluidos nas trés Listas de Candidatos Contaminantes (CCL - Contaminant
Candidate List) da Agéncia de Prote¢cdo do Meio Ambiente dos Estados
Unidos (USEPA, 2012), com provavel chance de sair na CCLA4.
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Os HAdVs sdo virus extremamente resistentes (HIJNEN;
BEERENDONK; MEDEMA, 2006) e prevalentes em meio ambiente (WONG
et al.,, 2009). Wong et al. (2010) relataram uma alta ocorréncia dos HAdVs
em biossodlidos gerados por digestdo anaerdbia. Segundo estes autores, a
ocorréncia de HAdVs foi de 83% contra 42, 50, 75 e 58% de ocorréncia de
enterovirus (EV), norovirus genogrupo | (NV GI), norovirus genogrupo Il (NV
Gll) e poliovirus humano (HPyV) respectivamente. Além disso, ndo foram
detectadas amostras positivas para o virus da hepatite A (HAV) e todas as
amostras de HAdVs foram infecciosas. Esses dados s&o corroborados por
Fong et al. (2010), que relataram 100% de amostras de esgoto e efluente

contaminadas por HAdVs.

Os adenovirus sdo mais prevalentes do que 0 norovirus tanto em
agua doce quanto salgada e um promissor indicador da qualidade virologica
das aguas de recreacéo na Europa (WYN-JONES et al., 2011). Esses dados
fazem parte de um grande projeto, chamado Virobathe, composto por 16
laboratorios especialistas da Unido Europeia e visa a rapida deteccdo de

virus em aguas de recreacao.

Apesar dos avancos em relacdo a deteccdo dos adenovirus em
diferentes matrizes ambientais, tais como agua tratada, de rio ou lago
(ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009; SILVA et al., 2010; GARCIA et al., 2012),
agua subterranea (CHARLES et al., 2009; OGORZALY et al., 2010), de
piscinas (VAN HEERDEN; EHLERS; GRABOW, 2005), 4gua do mar
(BALLESTER; FONTAINE; MARGOLIN, 2005; WYN-JONES et al., 2011),
esgoto e efluente (FONG et al., 2010) e biossdlidos (WONG; ONAN;
XAGORARAKI, 2010), ainda sdo escassos 0s estudos que relatam a

dindmica de permanéncia desses virus nestas matrizes.

1.2 Caracterizagao do micro-organismo de estudo

O primeiro relato de infeccdo por adenovirus reporta-se da década
de 1953, quando tecidos de adenoide e tonsila foram utilizados para
estabelecer linhagens celulares, todavia, foi comprovada a infeccdo destes

tecidos por um agente transmissivel, causador de degeneracdo celular

Introdugdio 5



(MENA; GERBA, 2009). Um ano depois, Hilleman e Werner (1954)
identificaram agentes virais similares em militares com quadros febris.
Finalmente, em 1956 esses agentes foram isolados e denominados
adenovirus (ENDERS et al., 1956).

Os adenovirus (AdVs) apresentam capsideo de simetria icosaédrica,
nao envelopados, medindo de 70 a 90 nm de diametro, com genoma
formado por DNA linear fita dupla de 26 a 45 kpb (ENRIQUEZ, 2002;
FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2007; ICTV, 2013). A Figura 2 mostra a estrutura
tridimensional do virion obtida por uma combinacdo de microscopia

eletrbnica e cristalografia de raio-x.

Capsid proteins Minor proteins Core proteins
4 . v
- Hexon ¥ llla
@ Vi
0 Penton base «: Vi o Mu
Terminal
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& X = IVa2
@ Protease

Figura 2 - Estrutura tridimensional do adenovirus obtida por uma combinacdo de
microscopia eletrénica e cristalografia de raio-x. Ha 13 tipos diferentes de proteinas.
O cépside é constituido por 252 capsdmeros: 12 capsdmeros do tipo penton, no
vértice do icosaedro e 240 capsdbmeros do tipo hexon, nas faces e arestas. A
proteina hexon, uma proteina estrutural, consiste de um trimero formado pelo
polipeptideo Il, contendo um poro central e associa¢cdes com proteinas menores: VI,
VIII e IX. Nos pentons, a base consiste de um pentadmero do peptideo Ill com mais
5 moléculas de llla. Cada penton possui a projecdo de uma Unica fibra, que varia de
tamanho de acordo com o sorotipo. Os sorotipos de HAdVs 40 e 41
excepcionalmente possuem 2 fibras projetadas em cada penton (FIELDS; KNIPE;
HOWLEY, 2007; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; RUSSELL, 2009). Fonte:
(RUSSELL, 2009).
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Esses virus sdo membros da familia Adenoviridae, que contem os
géneros Mastadenovirus, que inclui os virus de mamiferos (infectam
humanos, simios, bovinos, equinos, caninos, suinos, ovinos e roedores),
Aviadenovirus, de virus de aves; Atadenovirus, que inclui alguns adenovirus
de bovinos, ovinos, marsupiais e patos; e Siadenovirus, que inclui
adenovirus de peru, répteis e sapo, e mais recentemente, o género
Adenovirus Icht, que compreende apenas o0 adenovirus esturjdo branco 1
(WS AdV-1) (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2007; TRABULSI; ALTERTHUM,
2008; ICTV, 2013). Os HAdVs pertencentes ao género Mastadenovirus
compreendem 57 diferentes sorotipos distribuidos em 7 espécies (A-G)
(KING et al., 2011; ICTV, 2013).

A multiplicacdo inicial pode ocorrer na mucosa da faringe, na
conjuntiva ou na mucosa intestinal, e sdo caracteristicas as inclusdes
intracelulares basofilas (MENA; GERBA, 2009). O estado imunitario e a
idade acondiciona a resposta a infeccéo, sendo duradoura, com raros casos

de reinfeccéo.

A biossintese viral ocorre no nucleo celular e a etapa inicial
compreende a adsorcao, penetracdo e transporte até o nucleo, onde ocorre
a transcricdio e traducdo de genes precoces (RUSSELL, 2009).
Simultaneamente a replicacdo, ocorre uma fase tardia, caracterizada pela
expressao de genes estruturais. Os capsdmeros sdo estruturados no nucleo
e logo em seguida inseridos o DNA e as 12 proteinas do tipo penton, com

liberacao viral por exocitose ou lise celular (Allard et al. 1992; Horwitz 2001)

Eliminados nas fezes, urina ou excrecdes respiratdrias (Crabtree et
al. 1997; Metcalf et al. 1995), podem desencadear uma série de agravos a
saude de pessoas infectadas. Como exemplo, doencas do trato respiratorio
superior (faringite e amigdalite) e inferior (bronquiolite e pneumonia),
conjuntivite, cistite e gastroenterite (Mena e Gerba, 2009), podendo ser letais
as infeccOes ocasionadas em pacientes de alto risco, como
imunossuprimidos e criancas (Poddar, 1999). No Quadro 1 sdo mostrados

0S principais sorotipos e as doengas que acarretam ao homem.

Introdugdio 7



Doenca Grupos de risco Sorotipos

Faringite febril aguda Recém-nascidos e criangas 1-3, 5-7

Febre faringoconjuntival Criangas em idade escolar 3,7, 14

Doenca respiratéria aguda Militares  em regime de 3,4,7,14 16, 21
confinamento

Pneumonia Recém-nascidos, criancas e 1-3,4,6,7,14, 16
recrutas em confinamento

Ceratoconjuntivite epidémica Qualquer individuo 8-11, 13, 15, 17, 19, 20, 22-29,

37

Conjuntivite folicular Qualquer individuo 3,7

Gastroenterite Recém-nascidos e criancas 18, 31, 40, 41

Hepatite e complicacdes do Transplantados de  medula 34,35,42-49,1,2,5

trato urinario Ossea, figado e rim. Pacientes

com AIDS ou imunossuprimidos

Quadro 1 — Doencas associadas com sorotipos de adenovirus humanos e os principais

grupos de risco. Adaptado de Mena e Gerba (2009).

1.3 Anélise de virus em meio ambiente

1.3.1 Concentragao Viral

Geralmente, os virus estdo presentes em baixas concentracdes em
meio ambiente (GRIFFIN et al., 1999; SOULE et al., 2000; CHEN et al.,
2006; HAMZA et al., 2009). Assim, € essencial saber escolher a metodologia

de concentracdo mais adequada para cada tipo de virus e amostra.

A concentragdo é a primeira etapa na realizagdo da analise de virus
em meio ambiente, objetiva recuperar e concentrar o maior nimero possivel
de particulas virais, ou mesmo reter material genético em suspensao (SILVA
et al., 2011).

Atualmente, existe uma grande variedade de métodos de
concentracdo e a escolha de um ou outro depende do tipo de amostra, do
virus a ser isolado e mesmo de recursos financeiros do laboratério (SILVA et
al., 2011).

Dentre os métodos de concentracdo, os mais amplamente utilizados
sao: ultracentrifugacdo (FORMIGA-CRUZ et al., 2005; HE; JIANG, 2005;
ALBINANA-GIMENEZ et al.,, 2006), adsor¢do-eluicdo em membranas de
microfiltracdo polarizadas (KATAYAMA; SHIMASAKI; OHGAKI, 2002;
RIGOTTO et al., 2009; SILVA et al.,, 2010) e ultrafiltracdo (SOULE et al.,
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2000; RAJAL et al., 2007), ocorrendo combinagdes entre estes e alguns
métodos de precipitagdo, ou mesmo outras metodologias afins.

1.3.2 Isolamento e detecgao viral

O cultivo celular é o método padréo para isolar virus (HUANG et al.,
2002). Mas os estudos em virologia ambiental so ficaram mais robustos e
acessiveis com o uso da PCR (SILVA et al., 2011), com especial énfase
para 0 uso da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

Quantitativa, também chamada PCR em Tempo Real Quantitativa (qQPCR).

A gPCR é uma técnica que permite a deteccdo e quantificacdo de
genomas virais em baixas concentracdes na agua, sendo rapida, sensivel e
especifica (FONG; LIPP, 2005; HARAMOTO et al., 2010). Todavia, as
metodologias baseadas na PCR tém o inconveniente de ndo distinguirem
entre particulas virais infecciosas e ndo infecciosas (SCHVOERER et al.,
2001; HARAMOTO et al.,, 2010). Além disso, a PCR ¢é seriamente
comprometida por compostos inibidores do meio (JIANG; DEZFULIAN; CHU,
2005). A inibicdo pode ser eficientemente monitorada/controlada pelo uso de
controles externos e internos de amplificacdo (JIANG; DEZFULIAN; CHU,
2005; D’AGOSTINO et al., 2011), diluicbes do material genético extraido
(RIGOTTO et al.,, 2010; GIBSON et al., 2012), utilizacdo de uracil N-
glicosilase (UNG) em reacgdo-mix contendo dUTP, que visa eliminar
resultados falso-positivos obtidos da contaminacdo com fragmentos
amplificados de reacdes passadas (SCHMIDT et al., 1996) e metodologias
de extracdo e purificacdo de acidos nucléicos que concentram uma menor

concentragdo de inibidores (SILVA et al., 2011).

As diluicbes sdo uma boa estratégia, mas em amostras com
pequena quantidade de virus, pode comprometer a sensibilidade do
diagnostico, oferecendo um resultado falso-negativo. O uso da diluigédo é tao
importante que, Gibson et al. (2012) desenvolveram um método para
mensurar a inibicao e a partir deste calculo, utilizar a diluicdo mais adequada

para evitar a sub-quantificacdo de patdégenos por gPCR.
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A detecc¢do e quantificacdo de virus em meio ambiente pode ocorrer
por variagbes da PCR. Como a maior parte dos virus patogénicos sdo do
tipo RNA, deve-se realizar uma etapa prévia, a transformacéo da fita de RNA
em cDNA, a qual é realizada pela enzima Transcriptase Reversa e 0 ensaio
€ chamado de RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase precedida de
Trascricdo Reversa). Quando realizada em associacdo com a PCR em
Tempo Real, € chamada de RT-PCR em Tempo Real ou simplesmente RT-
gPCR. Ha também os ensaios Real Time PCR com a utilizacdo do fluoréforo
SYBR Green, mas como nao permite ensaios multiplex e quantificacoes
precisas, praticamente ndo é utilizado na virologia ambiental. Por outro lado,
os ensaios qPCR com o uso de sondas (TagMan, Scorpion e Molecular
Beacons), que permitem a quantificagdo com maior exatiddo e sensibilidade
(HE; JIANG, 2005), sao altamente disseminadas, com especial énfase para

sondas do tipo TagMan.

Metodologias imunoldgicas, tais como imunoperoxidase (MEHNERT;
STEWIEN, 1993), quimioluminescéncia (GREENING; WOODFIELD; LEWIS,
1999), ensaio imunoenzimatico (ELISA) (JIANG; WANG; ESTES, 1995),
imunofluorescéncia (BARARDI et al.,, 1999; CALGUA et al, 2011) e
imunocaptura por Real Time PCR quantitativa (OGORZALY et al., 2013)
também sdo utilizadas. Entretanto, as metodologias de deteccdo estdo
praticamente centradas no uso da cultura celular em associagédo ou nao com
o uso da PCR ou gPCR.

A PCR ainda é muito utilizada, mas considerar especificidade em
amplicons (fragmentos amplificados) visualizados sob gel de agarose corado
com brometo de etideo néo € o suficiente (SILVA et al., 2010). O guantitativo
de material genético no gel pode ser tdo baixo que nao seja possivel
visualizar, induzindo a casos de falso-negativo. Por isso, a PCR nédo é
utilizada isoladamente, e muitos estudos tém utilizado a PCR apenas para o
preparo de fragmentos para caracterizacdo molecular (FONGARO et al.,
2013; MURRAY; MANS; TAYLOR, 2013).

Por outro lado, o material concentrado, quando inoculado em cultivo

celular, pode ser extremamente citotoxico a célula (GREENING; HEWITT;
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LEWIS, 2002), sendo necesséario o uso de diluicdes ndo citotdéxicas com
associacdo de antibidticos e antifingicos, o que pode comprometer a
sensibilidade da técnica. Além do mais, a cultura celular € uma metodologia
extremamente onerosa, laboriosa (FORMIGA-CRUZ et al., 2005) e
complexa, pois nem todos os grupos virais podem ser isolados, como o
ocorrido com o norovirus humano (DUIZER et al., 2004). Outros virus séo
fastidiosos, tais como os HAdVs 40 e 41 (MORRIS et al., 1975; MENA,
GERBA, 2009).

Apesar disso, 0 uso do cultivo celular para isolar virus em meio
ambiente ndo foi abandonado, e isso provavelmente ndo acontecera.
Todavia, as metodologias moleculares agregam maior sensibilidade e
especificidade ao cultivo celular. Baseado no fato de que somente os virus
infecciosos podem produzir mRNA, a formagé&o desta biomolécula em cultura
celular pode ser eficientemente monitorada, mesmo nos sorotipos que néo
exibem efeito citopatico (GREENING; HEWITT; LEWIS, 2002), surgindo a
associacdo chamada de C-PCR (Cultura Celular Integrada a Reacdo em
Cadeia da Polimerase) ou ICC-RT-PCR (Cultura Celular Integrada & Reacédo
da Cadeia da Polimerase precedida de Transcricdo Reversa), que monitora
virus infecciosos. Quando se realiza a quantificacdo, é chamada de ICC-RT-
gPCR (Cultura Celular Integrada a Reacédo da Cadeia da Polimerase em

Tempo Real precedida de Transcricdo Reversa).

A ICC-RT-gPCR é mais rapida e sensivel na deteccao de particulas
virais quando comparada com o uso do Ensaio em Placa de Lise (Fongaro et
al.,, 2013). Li et al. (2011) analisaram o efeito da cloragdo sob a
infecciosidade e integridade génica de rotavirus pelos métodos de Ensaio
em Placa de Lise, ICC-RT-gPCR e RT-PCR e chegaram a concluséao de que
ICC-RT-gPCR foi 0 método mais sensivel e adequado para avaliar a acdo do
cloro. Ja He e Jiang (2005) relatam que a realizacdo de gPCR em etapa
Gnica permitiu a deteccdo de 3-4 vezes mais adenovirus (AdVs) do que o
encontrado por isolamento em linhagens HEK-293 em associacdo com a
gPCR. Provavelmente, o uso da qPCR sem a associacdo com o cultivo
celular possa ser mais sensivel, mas ainda sim, tem a desvantagem de ndo

inferir infecciosidade.
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Os testes de triagem e monitoramento de microrganismos em meio
ambiente precisam ser rapidos, sensiveis e de baixo custo (WYN-JONES;
SELLWOOD, 2001). Assim, é proposto o uso unicamente de métodos
moleculares na deteccdo de adenovirus (SILVA; GARCIA-ZAPATA;
ANUNCIACAO, 2011). Segundo Charles et al. (2009) a PCR ofereceu boa
correlacdo com a infecciosidade para adenovirus detectados em &guas
subterraneas e pode ser utilizada para a avaliacdo de risco em saude
publica. Recentemente, um estudo contemplando os laboratérios do grupo
de pesquisa Virobathe prop6s a utilizacdo de um modelo matematico que
prediz a existéncia de HAdVs em aguas tratadas utilizando somente o uso
de gPCR (WYER et al., 2012). O modelo utiliza os dados do monitoramento
de Escherichia coli e enterococos intestinais e pode ser uma alternativa

eficiente e rapida para a o monitoramento viral em meio ambiente.

1.4 Contextualizacao

N&o existe correlacdo entre os padrbes bacterianos normalmente
utilizados para atestar a qualidade microbiolégica das aguas e 0s virus
(JIANG; CHU; HE, 2007). Contraria a essa assertiva, no Brasil, a Portaria
2914/2011 do Ministério da Saude, que normatiza as medidas de controle e
vigilancia da qualidade da agua destinada ao consumo humano (BRASIL,
2004), propde apenas o monitoramento de bactérias do grupo coliformes
totais, termotolerantes e E. coli. A Portaria faz uma recomendacao de
inclusdo de enterovirus, mas como nao é uma obrigatoriedade, isso ndo é
seguido pelas empresas de tratamento, e ha pouco avanco no conhecimento

da ocorréncia destes patdgenos de elevada importancia em saude publica.

Infelizmente, as complexidades analiticas sdo barreiras para o
estabelecimento de padrdes, e ndo um estimulo para o desenvolvimento
tecnolégico no Brasil (SABESP, 2012). Assim, pesquisas ha area de
virologia ambiental ainda sédo inexpressivas no Brasil, e concentram-se
principalmente nas regides Sul e Sudeste do pais. Todavia, vem sendo
crescente a formacao de grupos de pesquisas preocupados com a qualidade

virolégica da 4gua em outras areas do pais (SILVA, 2009).
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Em Goiania, capital do Estado de Goias, o Nucleo de Pesquisas em
Agentes Emergentes e Re-emergentes (NUPEREME-UFG) em consorciagéo
com o Laboratorio de Diagnéstico Genético e Molecular (LDGM-UFG) e o
Laboratério de Genética Molecular e Citogenética (LGMC-UFG) vém
realizando investigagdes exaustivas no campo da microbiologia ambiental
desde o ano de 2004 nas aguas de rios e lagos do municipio de Goiania-
Goias. Primeiramente foi detectada a presenca de bactérias patogénicas
(Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni e Campylobacter coli) (SANTANA
JR, 2005) seguida da deteccéo de parasitos oportunistas (SANTOS, 2008) -
e mais recentemente da deteccdo e do monitoramento viroldgico destas
aguas (SILVA, 2009).

Pelos levantamentos previamente realizados foi constatado um alto
indice de contaminacdo dos rios e lagos da cidade de Goiania por
adenovirus (SILVA, 2009; SILVA et al., 2010). Como os rios sao utilizados
para o abastecimento publico, muito provavelmente, as aguas tratadas
também podem estar contaminadas. Como ndo ha estudos que relataram a
ocorréncia dos HAdVs em aguas tratadas da cidade de Goiania, foi proposto
investigar estes patégenos nessas aguas.

LeChevallier e Au (2004) afirmam que a presenca de solidos
suspensos aumentam a resisténcia dos micro-organismos. O que pode
aumentar o risco de contaminacdo da populacdo, sobretudo com a presenca
de sélidos nas aguas tratadas. O fato é preocupante, pois 0os adenovirus
persistem em ambientes onde as bactérias ja ndo mais existem (ENRIQUEZ;
HURST; GERBA, 1995).

Assim, o estado da arte, impGe precedente para também avaliar a
infecciosidade e taxa de recuperacdo de cépias genbmicas de HAdVs em
solugdes simuladas com agua e solidos tropicais sob condi¢des controladas

de pH e presenca de matéria organica.
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2 OBJETIVOS

2.1

Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia de adenovirus humano (HAdV) em agua

tratada da cidade de Goiania, Goias e avaliar a recuperacao destes virus em

condi¢bes simuladas com agua e sélidos tropicais

2.2

Objetivos Especificos

Realizar uma revisdo assistemética de literatura dos principais
métodos que compdem a analise virologica (concentracdo e

detecc¢do) na agua;

Identificar fatores que auxiliam na elaboragcdo de uma proposta de
utilizacdo dos adenovirus como marcadores virolégicos da qualidade

da agua;

Quantificar e caracterizar molecularmente os HAdVs detectados na

agua tratada da cidade de Goiania;

Avaliar a infecciosidade e a recuperacdo de cépias genbmicas de
HAdV-5 em solucbes simuladas com sélidos tropicais e em condi¢des

controladas de pH e presenca de matéria organica;

Estabelecer uma equacdo matematica para avaliar a taxa de
recuperacao de cépias gendmicas virais em condi¢cdes simuladas com

solos argilosos.
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3 METODO(S)

A metodologia deste estudo foi dividida nos eixos tedrico e
experimental. No primeiro, por meio de revisdes assistematicas de literatura
foram gerados dois artigos. No artigo 1 foram discutidas as principais
metodologias que compdem a analise viroldgica da qualidade da agua. O
segundo artigo, uma comunicac¢do, propds a utilizacdo do adenovirus como
marcador virolégico da qualidade da &agua. Para tal, foram expostos o0s
atributos inerentes a este grupo de virus e que corroboram para sua

indicacdao.

Ja o eixo experimental foi subdividido em outras duas partes: (i)
estudo que detectou, quantificou e caracterizou molecularmente os
adenovirus encontrados em agua tratada da cidade de Goiania, Goias,
Brasil; e (ii) estudo que avaliou a recuperacdo genémica e a infecciosidade
do HAdV em &gua artificialmente contaminada com soélidos. A Figura 3

mostra um fluxograma resumido das partes experimentais realizadas.

Na presente pesquisa ndo ocorreu experimentacdo humana ou
animal. As células da linhagem de carcinoma de pulmdo humano (A549)
foram adquiridas do American Type Culture Colletcion (ATCC, Rockville,
MD, USA) e infectadas com HAdV-5. Para a realizagdo do estudo todas as
etapas foram realizadas em conformidade com os Procedimentos
Operacionais Padrées (POPs) de biosseguranca pertinentes ao Laboratoério
de Virologia Animal do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica/UFG e
do Laboratério de Genética Molecular e Citogenética do Instituto de Ciéncias
Biol6gicas/UFG.

3.1 Locais de estudo e Instalacdes

Nucleo de Pesquisas em Agentes Emergentes e Re-
Emergentes/UFG (NUPEREME/UFG). Coordenado pelo Prof. Dr. Marco

Tulio Antdnio Garcia-Zapata. O NUPEREME esta a cargo da coordenacdo
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Parte

Figura 3 — Fluxograma mostrando o desenho experimental do
estudo. A parte experimental foi subdividida em dois eixos. No
primeiro, foram realizados estudos de detecgéo, quantificagcdo e
caracterizacao molecular de HAdVs em amostras de agua tratada
da cidade de Goiania. No segundo momento foram avaliadas a
recuperacdo de copias gendmicas e a infecciosidade de HAdVs
em solugdes de solos tropicais.

experimental

Preparo do solo

Andlise textural e Andlise

- L itati Inoculagdo de
gPCR Quantitativa PEa ez quimica instrumental

HAdV-5

Sequenciamento gPCR
Quantitativa Placa de Lise
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geral da pesquisa, sendo incumbido da liberacdo e divulgacdo dos dados
perante a comunidade cientifica, autoridades sanitarias e comunidade em
geral. Com este propédsito, o NUPEREME se compromete a publicar os
dados em meios especializados, assim como fornecer apoio técnico-
cientifico em estudos relacionados com doencas emergentes e re-
emergentes de interesse médico-sanitario. No presente estudo, o laboratorio
cedeu suas dependéncias para a realizacdo da etapa de concentracdo das
amostras de agua tratada. Por intermédio do Dr. Marco Tulio também foram
utiizadas as dependéncias do Laboratério de Virologia Animal e do
Laboratorio Multiusuario/IPTSP, onde foram realizadas todas as

metodologias inerentes ao cultivo celular e analise da infecciosidade viral.

Laboratério de Diagnostico Genético e Molecular/UFG (LDGM/UFG).
Coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Eduardo Anunciagédo, o LDGM foi
responsavel pela realizacdo das extracbes de &cidos nucléicos, realizacédo
das PCRs qualitativas e purificacdo das amostras para seguenciamento
molecular. Além disso, algumas analises fisico-quimicas do solo também

foram realizadas neste laboratério.

Laboratério de Genética Molecular e  Citogenética/lUFG
(LGMC/UFG). Sob coordenacao da Profa. Dra. Elisingela de Paula Silveira-

Lacerda, no LGMC foram realizados os procedimentos de PCR e gPCR.

3.1.1 Laboratoérios parceiros

Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Goias. Neste Laboratorio foi realizada a difracdo de raio-x das amostras de
solo. A analise mineralégica do solo via espectroscopia de energia
dispersiva foi realizada no Laboratorio Multiusuario de Microscopia de Alta
Resolucao (LabMic), sediado no Instituto de Fisica/lUFG. O sequenciamento
e analise das amostras foram realizados no Laborat6rio de Melhoramento de

Plantas, na Escola de Agronomia/UFG, Setor de Melhoramento de Plantas.
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3.2 Parte experimental |

Foram escolhidos 4 reservatérios publicos de abastecimento de
agua tratada e 4 respectivos pontos na rede de abastecimento publico. O
critério de escolha dos pontos de coleta foi a importancia estratégica dos
mesmos para 0 municipio de Goiania, ja que estes reservatérios sofrem uma
grande demanda. Os reservatérios recebem agua tratada de unidades de
tratamento completo (coagulacdo, floculacdo, decantacdo, filtracao,
desinfeccdo pelo cloro e correcdo do pH) e redistribuem esta agua para os
varios bairros da cidade. Salienta-se que os pontos na rede de distribuicdo
sS40 0S mesmos pontos rotineiramente monitorados pela empresa de
Saneamento do Estado de Goias (SANEAGO).

3.2.1 Pontos de coleta

Na Figura 4 apresenta-se um mapa do municipio de Goiania
contemplando os 8 pontos de coleta utilizados. Foram coletadas amostras
em 4 reservatérios: Senac (R1), Serrinha (R2), Atlantico ( R3) e Cristina (R4)
com seus respectivos pontos na rede de distribuicdo de agua tratada (P1,
P2, P3 e P4).

Em Goiania, as fontes primarias de abastecimento sdo o rio Meia
Ponte (Sistema Meia Ponte) e o Ribeirdo Jodo Leite (Sistema Joao Leite),
responsaveis pelo abastecimento de cerca 48,0% e 52,0% da populagéo
respectivamente. Os reservatérios R1 e R2 recebem agua do Sistema Joao

Leite, enquanto R3 e R4 do Sistema Meia Ponte.

Nos reservatérios, as amostras eram coletadas de torneiras
diretamente interligadas a saida do reservatorio. As amostras dos pontos na
rede de distribuicAo também foram coletadas de torneiras, mas eram

amostras de agua da rua, que ndo passavam pelas caixas d’agua.
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Localizagdo dos reservatorios de agua e dos pontos amostrais

INHUMAS NOVA VENEZA ANAPOLIS
CATURAI BRAZABRANTES
TEREZOPOLIS DE GOIAS

ANAPOLIS] ) e
NEROPOLIS
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GOIANAPOLIS
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TRINDADE

GOIANIA
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HIDROLANDIA

Figura 4 — Mapa do municipio de Goiania contemplando a localizacdo dos
reservatorios e dos seus respectivos pontos de coleta na rede de distribuicdo da
agua. Coordenadas geograficas: Res Senac 16°40728.82”S e 49°14’14.10”0; Res
Serrinha 16°43'26.08’S e 49°1553.69”’0; Res Cristina 16°3836.03S” e
49°17'28.45”0; Res Atlantico 16°44'29.02”S e 49°18'27.49”0; Ponto Senac
16°40'11.61”S e 49°13'11.05”0; Ponto Cristina 16°38'53.38”S e 49°15'34.83"0;
Ponto Serrinha 16°43’08.13”S e 49°16’16.30”0O; Ponto Atlantico 16°42’46.80”’S e
49°18'46.77”0. Fonte: (LABOGEF, 2013).

3.2.2 Coleta e concentragao das amostras de agua

Durante o segundo semestre de 2012 (agosto a novembro) foram
coletadas semanalmentel0 amostras de cada reservatério e ponto na rede
de distribuicdo de &gua tratada, totalizando 80 amostras. Essas amostras
foram coletadas em galbes de polietileno limpos e higienizados (sucessivas
lavagens com detergente, hipoclorito de sédio 2% e alcool 70%) com
capacidade para 5 litros. As coletas eram realizadas preferencialmente entre
9:00 e 12:00 horas da manha (DE PAULA et al., 2007), a fim de minimizar os
efeitos de variagcdes diurnas refletidas por condicdbes ambientais como
temperatura da agua, percentual de irradiacéo por luz U.V. (GRIFFIN et al.,
1999).
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Realizou-se a concentracdo das amostras de acordo com Silva et al.
(2010). Assim, 5 L de amostra foi filtrada utilizando o sistema Steril Holder
(Sistema da Millipore - Steril Holder, 47mm XX1104710) com membrana
nylon de 0,45 pm de porosidade e 47 mm de didmetro, carregada
positivamente (HybondTM-N+, Amersham Pharmacia). O filtrado foi eluido
em 5 mL de tampé&o TE pH 8.0 (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA) com
0,02% de detergente Tween 20 e estocado a — 80 °C até uso. A Figura 5

mostra as etapas de coleta e concentracdo da agua.

A - Coleta em Galdo de Polietileno B - Concentragdo por Filtracdo em
Membrana Nylon

7
- Eluicdo com auxilio de Agitador
Magnético

C - Membrana Pos-filtracdo D

Figura 5 - Etapas de coleta e concentracdo da agua. Em (A) coleta em Galédo de
Polietileno; (B) filtragdo da amostra de 4gua com o sistema Millipore; (C) resultado
da pés-filtracdo, com grande quantidade de material aderido a membrana; (D)
eluicdo com TE e Tween 20 utilizando o agitador magnético para auxiliar no
desprendimento das particulas aderidas & membrana carregada positivamente.
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3.2.3 Extracdo de Acidos Nucléicos

Um volume de 200uL de cada concentrado concentrado foi utilizado
para a extracdo de acidos nucléicos utilizando o kit comercial QlAamp
MinElute Virus Spin Kit (QIAGEN®), seguindo as instrucdes do fabricante.

ApOs extracdo, as amostram eram armazenadas em freezer — 80 °C.
3.2.4 Cultivo bacteriano e extragao de DNA plasmidial

Bactérias do tipo Escherichia coli contendo o plasmideo pBR322
clonado com o seguimento de HAdV foram gentilmente doadas pela Profa.
Célia Regina Monte Barardi da Universidade Federal de Santa Catarina.
Estas bactérias foram propagadas em meio Luria-Bertani (LB) solido
contendo ampicilina na concentracdo final de 100 pg/mL. As colbnias
isoladas foram cultivadas em meio LB liquido, ao qual foi adicionado
ampicilina na concentracao final de 100 pg/mL. Todo o procedimento foi
realizado em capela de fluxo laminar e em proximidade com o bico de
bunsen. Um volume de 2 mL de bactérias em meio LB foi utilizado para a
extracdo do DNA plasmidial pelo protocolo de lise alcalina (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001) com posterior armazenamento a — 20 °C.

3.2.5 Construgao da Curva Padrao

A curva padrdo da gPCR foi construida a partir dos plasmideos
extraidos. A extracdo de DNA plasmidial foi quantificada por
espectrofotometria utilizando o aparelho nanodrop (Thermo Scientific®).
Apods quantificacéo, foi realizado o calculo para a equivaléncia de quantidade
(em g) e numero de moléculas de DNA. O tamanho total do inserto com o
plasmideo é de 11.561 pares de base (pb). Para o célculo do niumero de

moléculas de DNA foi utilizando a seguinte formula:
[((Xg / uL DNA) / (tamanho do plasmideo com inserto x 660))] x 6.022 x 10%* = Y moléculas/yl

Ap6s o célculo, diluicées seriadas na base 10 foram realizadas (10
-10™) e testadas no aparelho de real time PCR (StepOne Plus - Applied

Biosystems®). Foram utilizadas as diluicdes de 102 a 10® /10 pL em

Métodos 21



triplicata. A gPCR foi realizada de acordo com Hernroth et al. (2002) e o
resultado expresso em copias gendmicas por mililitro (CG/mL). A validagéo
da curva foi obtida pelo coeficiente de correlacdo (R > 0.98). Foram feitas
aliquotas de cada diluicdo em microtubos de 200 uL e congeladas a — 80 °C.

As aliquotas padrdes s eram descongeladas na realizagdo da gPCR.

3.2.6 Quantificagdao do Genoma viral

A fim de quantificar as cépias gendbmicas de HAdV nas amostras de
adgua coletadas, realizou-se a PCR quantitativa em tempo real (QPCR). As
amostras de DNA foram diluidas na propor¢do 1:10 para evitar inibigcdes. A
reacgao consistiu do uso de 10 yL de DNA em um volume final de reacéo de
25 pL,contendo 1 x de Master Mix (Applied Biosystems) contendo uracil-N-
Glicosilase, 0,9 uM de cada iniciador e 0,225 pM de sonda TagMan. O
programa de ciclagem foi de 50 °C 1 min, 95 °C 10 min, seguido de 45 ciclos
de 95 °C 15 s. e 60 °C 1 min, com coleta de dados na ultima temperatura
(HERNROTH et al.,, 2002). No Quadro 2 € mostrado a sequencia dos
iniciadores e da sonda utilizada. Todas as amplificacbes foram feitas em
triplicata utilizando 4 padrées em duplicata e 3 controles positivos e trés
como controle negativo (NTC - no template control). O aparelho utilizado foi
o StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

Primer Sequéncia pb Autor
hexldeg (F) 5-GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC-3
hex2deg (R) 5-CAGCACSCCICGRATGTCAAA-3' 301 ALLARD
nehex3deg (F) 5-GCCCGYGCMACIGAIACSTACTTC-3 171 etal, (2001)
Nehex4deg (R) 5-CCYACRGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA-3'
HAdV F 5 -CWTACATGCACATCKCSGG -3’ 72 Hermroth
et al., (2002)
HAdV R 5 -CRCGGGCRAAYTGCACCAG -3’

AdDF Sonda 5-CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-3’

Quadro 2 — Sequéncias de iniciadores e da sonda utilizada. Todos os iniciadores
flanqueiam uma regido altamente conservada do gene hexon (responsavel pela
sintese da proteina hexon presente no capsideo) de adenovirus humano. Os
iniciadores utilizados para qPCR fazem parte da primeira regido do gene hexon de
adenovirus e possuem bases degeneradas. A sonda utilizada (marcada com FAM-
TAMRA) possui deficiéncia para a deteccao de alguns membros da espécie B: AdV3,
-7,-11,-14, -16, -21, -34, -35 e -51.
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3.2.7 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os iniciadores utilizados foram inicialmente descritos por Allard et al.
(2001). A PCR foi realizada unicamente para as amostras positivas por
gPCR. Para a reacdo com o par de iniciadores hexldeg e hex2deg foi
utilizado 5 yL de DNA extraido em uma reag¢do contendo 1x de tampé&o (20
mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 200 uM de cada dNTP (dATP, dCTP,
dTTP e dGTP ), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de cada iniciador e 0,25 U de Taq
DNA Polimerase, para um volume final de 25 pyL. O programa de
amplificagéo consistiu de desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 min seguido de
35 ciclos de 94 °C para desnaturacéo durante 30 s., 55 °C para anelamento
por 30 s. e 1 min a 72 °C para extensdo . A extensao final foi de 72 °C por 7

min.

Na segunda PCR (nested PCR), 5 pyL do produto da primeira PCR
foram adicionados em uma reagdo mix com um volume final de 25 pL
contendo 0,5 uM de cada iniciador (nehexdeg3 e nehexdeg 4), 1x de tampéao
(20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 100 yM de cada dNTP, 1,5 mM de
MgCl, e 0,25 U de Tag DNA Polimerase. O programa de amplificacéo foi o

mesmo utilizado para a PCR.

Os controles positivo (DNA de HAdV-5) e negativo (agua ultrapura)
foram utilizados em todas as reacdes. Os produtos amplificados de nested-
PCR foram separados por eletroforese em gel agarose 1,5% (UltraPureTM
Agarose, Invitrogen®) durante 1h a 120 V e 70 mA e visualizados sob
radiacdo UV e fotografados. Os amplicons que comparados com 0 peso
molecular (100 bp DNA ladder, Invitrogen, Brazil) exibiam ~171 pb foram
classificados como positivos. Os amplicons com concentracdo acima de 50
ng/uL foram selecionados e purificados com o kit AxyPrep DNA Gel
Extraction (AXYGEN) e armazenados a — 20 °C.

3.2.8 Sequenciamento e analise dos dados

A partir do amplicon purificado, 0s seguintes passos foram

realizados :
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a) Sequenciamento nos dois sentidos da fita (sensi e anti-sensi)
utilizando respectivamente os primers nehex3deg e nehex4deg. A reacéo de
sequenciamento realizada em placas de 96 pocos consistiu de um volume

final de 10 pyL contendo:

DYENAMIC-- 2 pL

Primerg s um-- 0,2 pL

A programacéao de ciclagem foi de 30 ciclos de 95 °C 20 s., 55 °C 15
s. e 60 °C 1 min.

b) Precipitagéo da reacdo de sequenciamento com DYENAMIC:

Foram adicionados a placa 40 pL de isopropanol 65 % a temperatura
ambiente e vortexado por 30 s. A placa foi mantida em temperatura
ambiente por 20 min e logo em seguida centrifugada por 45 min a 2.000 rcf.
O isopropanol foi descartado e adicionado 250 uL de etanol 60 % a
temperatura ambiente e a placa centrifugada a 2.000 rcf por 10 min. O etanol
foi descartado e adicionado 100 pL de etanol 60 % a temperatura ambiente
e novamente centrifugado a 2.000 rcf. O etanol foi novamente descartado e
a placa centrifugada invertida por 1 min a 500 rpm. A placa foi levada ao
fluxo e deixada por 10 min a temperatura ambiente para secar. Em seguida,
adicionou-se 10 uL de formamida, que ficou agindo por 5 min a temperatura
ambiente. Vortexou-se a placa durante 1 min seguido de um spin. O produto
obtido foi analisado no sequenciador automatico 3100 da Applied

Biosystems.

c) As sequéncias obtidas pelo sequenciamento, foram comparadas
com as sequéncias depositadas no banco de dados do GenBank utilizando o
programa BLAST, na sua versao BLASTn, do NCBI (The National Center for
Biotechnology information, http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/). As oito

amostras de amplicons sequenciadas foram alinhadas e editadas utilizando
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os softwares ClustalX2 (THOMPSON et al., 1997) e BioEdit (HALL, 1999),
respectivamente. Apos o alinhamento e edi¢cdo das sequéncias, uma matriz
de distancia genética entre estas oito amostras foi produzida utilizando o
modelo evolutivo JC69 (JUKES; CANTOR, 1969). A arvore filogenética
elucidativa da relacdo de semelhancga entre as oito amostras foi construida
utilizando esta matriz de distancia genética com base na metodologia de
Neighbour-Joining. Foram utilizados 10.000 bootstraps para validar a
confianca dos nos filogenéticos produzidos. A diversidade nucleotidica foi
estimada com base nos estimadores de diversidade nucleotidica  (NEI; LI,
1979) e 0O utilizando o software MEGA 5.0 (TAMURA et al.,, 2011). A
visualizacdo da arvore filogenética foi feita utilizando o software FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

3.3 Parte Experimental Il
3.3.1 Ponto de coleta do solo

Foram coletadas amostras de solo na profundidade de até 15 cm,
proveniente de uma area de vereda remanescente (S17°00° W48° 47’), no
municipio de Bela Vista de Goias, no Bioma Cerrado do Estado de Goias
(Figura 6).

3.3.2 Preparo do solo

O solo foi coletado no inicio da estacdo chuvosa, iniciando o
processo de alagamento do mesmo. Durante a coleta foram priorizados os
pontos que visualmente apresentavam maior teor de matéria organica
(pontos mais enegrecidos da area). Em seguida, o solo foi levado a um
galpdo para secagem lenta ao ar (TFSA — terra fina seca ao ar) e revirado
periodicamente para sua secagem ao fundo, evitando o crescimento de
fungos. Durante a secagem, o solo passou por peneiramento de 10 mm para
a retirada de agregados do proprio solo e restos vegetais (concrecoes
sélidas do solo, gravetos, etc.). Apds secagem, o solo foi peneirado a 2 mm,
homogeneizado e acondicionado em sacos plasticos transparentes e

estocado em geladeira a 4 °C.
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Figura 6 - Ponto de amostragem de solo hidromorfico, em fitofisionomia de vereda,
a sudeste do Estado de Goias, nos limites do municipio de Bela Vista de Goias.
Fonte: (LABOGEF, 2013)

Posteriormente foram retirados 0s restos vegetais em excesso com
0 auxilio de uma ping¢a e lupa. O solo foi subdividido em duas partes: (1) solo
com matéria organica (CMO) e (2) solo sem matéria organica (SMO), este
altimo tratado com peréxido de hidrogénio (WHITTIG; ALLARDICE, 1986) e
autoclavado por trés vezes a 121 °C e 0,105 Mpa por 3 h com intervalos de
24 h (ZHAO et al., 2008). Para garantir a maxima homogeneidade da matriz,

os solos foram macerados e acondicionados em temperatura ambiente.

3.3.3 Analise textural e quimica

As analises textural e quimica do solo sdo mostradas na Tabela 1. O
pH foi aferido por potencidmetro com eletrodo combinado, imerséo em
sobrenadante do solo e por diferengca entre agua e cloreto de célcio. Os
micronutrientes foram determinados por solucdo extratora Mehlich com

posterior leitura via espectrofotdmetro de absorgcéo atomica (WENDT, 1995).
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Tabela 1 - Caracterizacao textural e quimica do solo

Areia  Silte  Argila MO é’;c'lz H+Al CTC Ca Mg
dag.dm-3 cmol.dm™
36,79 24,2 39 3,07 3,98 8,36 9 0,5 0,08
K Al Cu Fe Mn Zn P
cmol.dm™ mg.dm?
0,08 14 2,8 162 0,2 0,7 1,64

Com excecao do resultado de areia, silte e argila (resultado fisico ou mesmo
textural) os demais dados tratam-se dos resultados quimicos da solucdo da terra in
natura, ou seja, ndo fazem parte da fracdo mineral constituinte do solo.

3.3.4 Analise instrumental

A fragéo argila foi determinada por difracdo de raio-x (DR-X). Foi
utilizado o solo SMO para a realizacdo de diferentes tratamentos quimicos.
As fracOes silte, argila (fracdo argila desferrificada e saturada com K, Mg, Mg
+ glicerol, k + 350 °C e k + 550 °C) e areia também foram separadas na
realizacdo do DR-X. Uma andlise no solo CMO também foi realizada para
comprovar a homogeneidade das fracdes argila no solo. Nas fragbes argila
foram determinadas as concentracGes de ferro pelo método de Ditionito e
pelo Oxalato (Tabela 2). O preparo e caracterizacdo mineralégica da
amostra por difracdo de raio-x foi realizado de acordo com Whittig et al.
(1986) e Resende et al. (2005).

Tabela 2 — Teor de ferro (g kg™) na fracdo argila calculado pelo método de
ditionito e pelo oxalato em amostras de solo com matéria organica (CMO) e
sem matéria organica (SMO)

Amostra Ferro ditionito - Fegd kg_Ilzerro oxalato - Fe, Fe./Feq
Argila sem MO 20,2 3,0 0,148
Argila com MO 13,1 4,0 0,305

Foi utilizado o equipamento X Pert Pro (PANalytical) com tubo de
cobalto. Os difratogramas foram obtidos numa escala de 4 a 65°20 e
velocidade angular do goniémetro de 1°26 min-1. A Figura 7 mostra 0s

resultados obtidos pelo uso do DR-X tanto nha amostra CMO quanto SMO.
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Figura 7 — Caracterizagéo da fracdo argila do solo pelo uso de Difra¢éo de raio-x.
Em (A) foi utilizado o solo submetido a remog&o da matéria organica pelo método
do peroxido de hidrogénio (WHITTIG; ALLARDICE, 1986). Para minimizar possiveis
ruidos na curva, foram realizados 6 tratamentos diferentes: fracdo argila
desferrificada e saturada com K, Mg, Mg + glicerol, K + 350 °C e K + 550 °C. Em
(B) caracterizagdo da fragdo argila tanto em solo com matéria organica (CMO)
guanto sem matéria organica (SMO). Os minerais do tipo 2:1 encontrados foram
vermiculita e ilita. Ndo foram identificados picos de minerais do grupo dos 6xidos de
ferro (hematita e goethita). Também nao foram encontrados picos caracteristicos
para a pirita, pois para a sua formagdo, sdo necessarios ambientes saturados com
agua e que tenha uma elevada quantidade de enxofre para que a mesma possa ser
formada. Além disso, a forma como foi realizado o pré-tratamento (terra fina seca
ao ar) pode oxidar a pirita, transformando-a em jarosita.

Os teores de ferro no solo s&o baixos, muitos destes associados a
compostos de ferro de baixa cristalinidade como ferrihidrita e lepidocrocita. A
relacdo superior a 0,05 (Feo/Fed) indica claramente a presenca de formas

de baixa cristalinidade.

A analise mineraldgica das amostras (SMO e CMO) foi obtida por
espectroscopia de energia dispersiva, realizada no microscopio eletrénico de
varredura (MEV) - equipamento modelo JSM 6610 da marca JEOL,
equipado com EDS, ThermoScientific NSS Spectral Imaging.

As amostras foram metalizadas com equipamento modelo Desk V da
marca Denton Vacuum com o seguinte procedimento: o filme de ouro foi

depositado em uma camara com pressao atmosférica entre 50 e 60 mt e
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corrente de 15 mA por dois minutos, gerando uma camada de
aproximadamente 250 Angstroms de espessura de ouro por cima da
amostra. As Figuras 8 e 9 mostram respectivamente o0s resultados da
espectroscopia de energia dispersiva em MEV juntamente com

eletromicrografia de varredura da amostra CMO e SMO.

3.3.5 Preparo e Inoculagao de HAdVs

Células A549 foram cultivadas em garrafas de cultivo celular (150
cm?) contendo meio Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DEMEM Alta
Glicose 1X) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e PSA 1%
(penicilina G, estreptomicina e anfoterincina B nas concentracdes finais de
100 U/mL, 100 pg/mL e 0,25 pg/mL respectivamente). As células foram
infectadas com adenovirus humano 5 (espécie C, sorotipo 5 — HadV-5) e
cultivadas em estufa de CO, 5% a 37 °C até a visualizacdo ao microscopio
invertido de efeito citopatico. Em seguida, as células foram congeladas e
descongeladas trés vezes e os debris celulares removidos por centrifugacéo
a 4 °C por 10 min a 5.000 rpm. O inoculo viral consistiu de aliquotas
homogéneas de 1 mL do sobrenadante.

Para a USEPA (2011) e Brasil (2005) o maximo aceitavel para
sélidos totais dissolvidos (STD) em aguas tratadas € respectivamente de 500
e 1000 mg/L com o pH compreendido entre os intervalos de 6,0 a 9,5 para
Brasil (2005) e 6,5 e 8,5 para a (USEPA, 2011). Assim, foram realizados
experimentos que simulavam os limites maximos de STD em &guas
contaminadas por HAdV-5. O pH foi outro parametro analisado, no qual se
utilizou como referéncia os pH 6,0 e 8,0 (representativos da faixa de valores

mais comumente monitorados em aguas tratadas).

A metodologia consistiu em adicionar separadamente 5, 25 e 50 mg
de solo CMO e SMO em tubos de polipropileno estéreis de 50 mL e
adicionar 40 mL de agua ultrapura e agitar manualmente para obter os

soélidos presentes na agua (sedimentaveis e ndo sedimentaveis).
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Elemento  Peso % Peso % Atom % Atom % Formula Componente

Linha Erro Erro %
Al K 42,06 +/- 0,40 46,32 +/- 0,44 Al 42,06
Si K 42,72 +/- 0,60 45,20 +/- 0,63 Si 42,72
KK 0,69 +/- 0,10 0,53 +/- 0,08 K 0,69
Ti K 2,54 +/- 0,30 1,58 +/- 0,19 Ti 2,54
Fe K 11,99 +/- 0,72 6,38 +/- 0,38 Fe 11,99
Total 100,00 100,00 100,00

Figura 8 — Resultado da espectroscopia de energia dispersiva para a amostra de
solo com matéria organica (CMO). O gréafico mostra os elementos quimicos que
foram excitados pelo feixe de elétrons e emitiram raios-x caracteristicos. Ao lado é
mostrada uma eletromicrografia de varredura da amostra, na qual se pode observar
a presenca de quartzo (circulo). Os dados obtidos ndo contemplam a associacéo
destes minerais com o oxigénio.

O pH das solucbes de agua com sedimento foi ajustado para 6,0 e
8,0 (um pH diferente para cada tipo e concentracdo de sedimento) utilizando
HCI 0,1 M. Em seguida, foi adicionado 1 mL de aliquota viral e completado
com &agua ultrapura até atingir o volume final de 50 mL, obtendo-se
respectivamente as concentracbes de 100, 500 e 1000 mg/L de soélidos
totais. Foi utilizado um controle (ensaio controle — CA) para cada tipo de pH
(6,0 e 8,0), no qual foi adicionado apenas a aliquota viral e completado com
agua ultrapura para obter um volume final de 50 mL. O CA (sem adi¢ao de

solo) foi processado da mesma forma que os demais tubos dos tratamentos.
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Elemento Peso % Peso% Atom % Atom % Formula Componente
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Al K 41,72 +/- 0,37 45,14 +/- 0,40 Al 41,72
SiK 46,70 +/- 0,56 48,53 +/- 0,58 Si 46,70
KK 0,47 +/- 0,10 0,35 +/- 0,08 K 0,47
TiK 1,97 +/- 0,16 1,20 +/- 0,10 Ti 1,97

Fe K 9,14 +/- 0,76 4,78 +/- 0,40 Fe 9,14
Total 100,00 100,00 100,00

Figura 9 — Resultado da espectroscopia de energia dispersiva para a amostra de
solo sem matéria organica (SMO). O grafico mostra os elementos quimicos que
foram excitados pelo feixe de elétrons e emitiram Raios-x caracteristicos. Ao lado é
mostrada uma eletromicrografia de varredura da amostra. As setas na micrografia
indicam gréos de quartzo. Os dados obtidos ndo contemplam a associacao destes
minerais com o0 oxigénio e nem carbono.

Os experimentos foram realizados em triplicata. Todas as

concentracbes foram processadas em réplica, com a repeticdo do

experimento em triplicata.

Os tubos contendo as solu¢gBes de virus com solo (ensaio teste —
TA) foram agitados a 150 rpm durante 1 h a 24 °C. Foi escolhido este
periodo de interacdo entre o0s virus e as particulas solidas pois Schijven e
Hassanizadeh (2000) demonstraram que entre 1 e 2 h ha um equilibrio entre
adsorcdo e desorcdo em suspensdes liquidas, e a taxa de decaimento &
estavel entre estes dois periodos. JA Gantzer et al. (1994) reportou um

tempo de equilibrio de 30 min em experimentos em série (batch

Métodos 31



experiments). Pés-periodo de agitacéo, os tubos permaneceram em repouso

por 1 h em temperatura de 24 °C para a precipitacdo dos solidos.

Apo6s 1 h foram formadas duas fases nitidas: (i) o sobrenadante e (i)
o sedimento. Aliguotas de 200 pl do sobrenadante de cada tubo foram

aliquotadas e estocadas a — 80 °C até processamento.

3.3.6 Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com as recomendacoes
do fabricante. Aliquotas de 200 pl do sobrenadante tiveram os &cidos
nucléicos extraidos pelo kit comercial QlAamp Stool Mini kit (QIAGEN). O
sobrenadante remanescente dos tubos foi retirado e deixado apenas o pellet
representativo do material sedimentavel, ao qual foi imediatamente
acrescido 2 mL de tampé&o ASL proveniente do kit QlAamp DNA Stool Mini
Kit (QIAGEN) e seguido as demais instrucdes do fabricante para extracédo de
acidos nucléicos. O QlAamp DNA Stool Mini Kit foi a melhor op¢cédo para
extracdo de DNA, pois removeu as impurezas e inibidores comumente
encontrados em amostras de solo. Todas as amostras extraidas foram

imediatamente armazenadas em freezer — 80 °C.

3.3.7 Enumeracao por PCR em tempo real quantitativa (qQPCR)

As amostras de DNA foram diluidas na proporgdo 1:10 para evitar
inibicdes e a PCR quantitativa realizada como descrita por Hernroth et al.
(2002). Todas as amplificacdes foram feitas em duplicata no aparelho
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando
como padréo o plasmideo pBR322 contendo parte do gene hexon, gerando
uma curva padrao (R > 0.98). Os resultados foram analisados para mensurar
a quantidade de CG/mL de HAdV-5 na agua e no sedimento precipitado, e

comparou-se estes com os resultados no CA.

Os resultados em CG/mL foram utilizados na estruturacdo de uma
sequéncia de equacdes matematicas que inferem o numero total de
recuperacédo de copias genémicas em relacdo a concentracao de argila tanto

em suspensao — simulando os sélidos suspensos em aguas tratadas —

Métodos 32



gquanto no precipitado — para simular os sélidos que podem ser
sedimentados no decorrer do transporte de 4gua pelos canos ou recipientes
de armazenamento. Para o ensaio teste (TA) de todos os tratamentos, o
namero total de copias genémicas de HAdVs permanente no sobrenadante
(Nsup) € no precipitado (Nprec) foi calculado respectivamente, de acordo com

as seguintes equagdes:

Nsup — N <(Clay% X ch3)/100> X FlOC] X CG/mLm (01)

Nyree = || (Vo) — H(ch3 X czay%/100> x Floc] x ca/mLm (02)

Onde V, Clayy, e Floc representam, respectivamente, o volume do
sedimento (cm® no tubo, o teor de argila (%) da matriz e o grau de
floculacdo da mesma. O volume estabelece uma relagdo direta entre massa
(9) e densidade (g/cm®), onde 1 cm® equivale a um mililitro. O teor de argila é
encontrado laboratorialmente pela andlise textural do solo, e o grau de
floculacdo é a relacdo entre a argila naturalmente dispersa e a total, obtida

apos a dispersao (Tabela 1).

O numero total de CG no ensaio teste (Ni) foi obtido compilando as

equacgdes 1 e 2, e gerando a equacgao 3 abaixo:
Nig = (Nsup + Nprec) (03)

E a taxa total de recuperacdo (R;) em CG foi calculada pela a

equacao matematica 4:

R —[W]xwo (04)

HCONN Nc

Onde, N, corresponde ao namero total de CG no CA. A equacao 04

pode ser reescrita pela seguinte equagéao:
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3.3.8 Ensaio Citotoxico

Células A549 foram propagadas em placas de cultivo celular de 24
cavidades, na concentracdo de 1,5 x 10° células por poco contendo DEMEM
1x com 5% de SFB e 1% de PSA e reservadas.

Aliguotas do sobrenadante CMO foram tratadas com PSA 2% e
diluidas em Meio Minimo Essencial com sais de Eagle’s 1x (MEM 1x) nas
seguintes proporgdes: 1:2 até 1:7. Em seguida, um inoculo de 100ul de cada
uma das diluicbes, em tréplica, foi colocado em contato com as células
propagadas durante 1h a 37°C em atmosfera de CO, 5% e agitacao
uniforme a cada 15 min. Posteriormente, o inoculo foi removido e 1 mL de
DEMEM 1x, contendo respectivamente 1% de PSA e SFB foi adicionado as
células, trés controles celulares foram mantidos e estes continham apenas
células e meio de manutencdo. As placas foram incubadas a 37°C, em
atmosfera 5% de CO, e a monocamada celular monitorada nos periodos de
24, 48, 72 e 96 h. Células que continham amostras testes inoculadas foram
comparadas com os controles celulares em microscépio invertido.
Sequencialmente, as células foram fixadas e coradas com preto de naftaleno
(0,1% preto de naftaleno, 5% acido acético, pH 2,3-2,4). O tapete celular
corado foi analisado e a primeira diluicdo nédo citotéxica foi instituida para

uso em todos os demais ensaios.
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3.3.9 Ensaio em Placa de Lise

A padronizacdo do método de titulacdo por placa de lise do HAdV-5
se baseou no descrito por Cromeans et al. (2008) e Rigotto et al. (2011).
Células A549 (cultivadas em meio DMEM 1x alta glicose, 10% SFB) foram
semeadas em placas de seis cavidades na concentracdo 2,5 x 10°
células/mL. ApoOs 24 horas, periodo necessario para as células atingirem
confluéncia, a placa foi lavada duas vezes com PBS pH 7,2. Aliquotas do
sobrenadante de todos os tubos foram previamente tratadas com PSA 2% e
diluidas com MEM 1x na proporcéo 1:6 (diluicAo n&o citotoxica). A placa foi
mantida a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, por 1 h para promover a
adsorcao viral, sendo homogeneizada a cada 15 minutos. Apds esse
periodo, o inoculo viral foi aspirado e foi adicionado 2,5 mL por poco de uma
solugcdo na proporgcdo 1:1 de meio DMEM 2x com alto teor de glicose
(suplementado com 4% de SFB, 1 % de PSA, 2 % de cloreto de magnésio a
1 Me 2 % de acido piravico a 100 mM) e béacto agar 0,6 % ainda liquido

(temperatura de ~ 50 °C).

O bactor agar impede a difusdo da infeccdo viral a partir de uma
célula infectada, permitindo que o virus infecte apenas células vizinhas.
Apos a polimerizacdo do bactor agar, as placas foram incubadas em estufa a
37 °C com atmosfera de 5 % de CO; por sete dias. Decorrido esse tempo, a
camada contendo meio de cultura e bactor &gar foi retirada, e o tapete
celular corado com preto de naftaleno (0,1% preto de naftaleno, 5% acido
acético, pH 2,3-2,4) e deixado sob agitacdo por 5 minutos em mesa
agitadora. Em seguida, o corante era aspirado e as placas de lise
quantificadas. As placas podem ser lidas/contadas sem auxilio de lupa ou
microscépio e o titulo de infecciosidade é expresso pelo numero de
Unidades Formadoras de Placas/mL (UFP/mL ou PFU/mL):

namero de focos X reciproca da diluicao
UFP/mL =

Volume inoculado (mL)
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Para analisar o limite de sensibilidade na matriz, foram feitas
diluicbes seriadas na base 10 do sobrenadante de todas as amostras
(diferentes concentracbes de solo e pH, incluso os ensaios controles) e

realizada a infeccéo e analise em placa de lise celular.

3.4 Andalise Estatistica

O programa Microsoft® Excel 2007 foi usado para a tabulacdo dos
dados e a andlise estatistica foi realizada pelo programa SPSS® for

Windows®, vers&o 16.0.

Para comparar os tratamentos CMO e SMO nos dois tipos de pH e
em relacdo ao numero de CG/mL ou de cépias gendmicas totais, foi utilizado

o teste u Mann-Whitney com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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RESUMO: (Andlise virologica da qualidade da agua: vma revisdo das metodologias de concentragio e detecgio viral).
Muitos virus patogénicos sdo excretados em fezes hwmnanas e urina, e a agua é um dos possivels veiculos de transmissdo
destes agentes, representando riscos para a satde publica. Em alguns paises. estes patdgenos ja sdo incorporados em rotinas
de monitoramento ambiental. Todavia, ainda ndo ha consenso em relagdo a escolha de um agente viral indicador, e nem em
relagdo a um método padriio de deteccdo. o que muitas vezes gera divergéncias e confusdes entre os proprios pesquisadores.
Neste sentido. o objetivo deste estudo foi de realizar uma revisdo atualizada dos principais métodos que compdem a analise
virolégica (concentragio e detecgdo) da agua. Apesar das divergéncias, constata-se que a metodologia de concentragio é
baseada sobretudo nos métodos de microfiltracio em membranas polarizadas. ultrafiltracdo e ultracentrifugacdo, com varia-
¢oes de acordo com o tipo de amostra. Em relagdo aos métodos de detecgdo. estes baseiam-se sobretudo no uso da PCR e
suas variagoes.

Palavras-chave: agua. concentracao. deteccao. virus.

ABSTRACT: (Virological analysis of water quality: a review of the methodologies of concentration and viral detection).
Many pathogenic viruses are excreted in human feces and urine, and water is one possible vehicle of transmission. represent-
ing a risk for public health. In some countries, these pathogens are already embedded in routine environmental monitoring.
However, there is no consensus yet on the choice of an indicator viral agent. and about choosing a method to diagnose them.
which often generate confusion and disagreement among the researchers themselves. The objective of this study was to
conduct an updated review of the main methods that comprise the virological analysis (concentration and detection) of water.
Despite the differences, we observe that the method of virus concentration is mainly based on the methods of microfiltration
in polarized membrane, ultrafiltration and ultracentrifugation. with variations according to the type of water sample. Regard-
ing the methods of detection. these are based mainly on the use of PCR and its variations.

Key words: water, concentration, detection, virus.

INTRODUCAO de doengas em humanos e que podem ser encontrados
em aguas (Hurst 1991, Hamaza ef al. 2009). A presen-
¢a destes patdgenos em aguas € um sério problema de
saude publica (Chen er al. 2006), pois a ingestao de par-
ticulas virais infecciosas, mesmo em baixas concentra-
¢oes, pode acarretar diversos agravos a sande (Ward &
Akin 1984) e, em alguns casos, a ingestao de uma tnica
particula é o suficiente para desencadear uma infeccéo
(Tavares ef al. 2005).

Por outro lado, os métodos tradicionais de tratamento
de agua nao sdo totalmente eficientes para a eliminacdo
dos virus (Koopmans ef a/. 2002). Assim como os mi-
crosporidios, protozoarios esporulaveis de dificil remo-
¢do por filtracdo, sua remocdo e/ou inativacdo requer
o uso de luz ultravioleta (U.V.) no reator, metodologia
onerosa, disponivel apenas em alguns paises desenvol-

Indicadores empregados para avaliar a qualidade da
agua tém sido itens de controvérsia ha mais de 50 anos
(Rose ef al. 2006). As bactérias geralmente sido utili-
zadas como microrganismos de escolha no monifora-
mento microbiologico da agua (Hsu er al. 2007), para
tal, normalmente utilizam-se as bactérias heterotroficas
e coliformes (Lee & Kim 2002). Entretanto, os métodos
tradicionais de deteccdo de coliformes fecais e Esche-
richia coli possuem valor preditivo limitado para ava-
liar a ocorréncia de virus entéricos (Le Guyader ef al.
2000). Diversos estudos relatam a ndo associagéo entre
a presenga de certos virus encontrados no meio ambien-
te e indicadores bacterianos (Grabow et al. 2001, Rose
et al. 2006, Hsu er al. 2007).

Virus entéricos sdo importantes patogenos que geral-
mente estdo dispersos no meio ambiente e sdo transmiti-
dos pela via fecal-oral (Chapron et al. 2000, Haramoto et
al. 2008). Até o momento, foram identificados mais de
140 tipos diferentes de virus que causam uma variedade

vidos, e que nem sempre tem acao efetiva sobre todos os
agentes virais, ja que muitos sao altamente resistentes ao
fratamento com luz U.V. (Mamane-Gravetz er al. 2004).

Intimeros estudos relatam a deteccdo de tipos dife-
renciados de virus entéricos em aguas tratadas e nao-
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-tratadas, como o rotavirus (Mehnert 1993, Soule er al.
2000), enterovirus (Abbaszadegan et al. 1993, Soule ez
al. 2000), virus da hepatite A (Rose et al. 2006, Albina-
na-Gimenez er al. 2006, Bairella er al. 2009), adenovi-
rus (Barrella er al. 2009, Silva er al. 2010a), etc. A Uni-
ted States Environmental Protection Agency (USEPA)
possui uma lista com os agentes virais que representam
perigo a saude publica e que devem ser monitorados:
virus da hepatite A, adenovirus, calcivirus e enterovirus
(Usepa 2009). Esta lista de candidatos contaminantes
(CCL) ¢ modificada continuamente pela USEPA, em
conformidade com pesquisas realizadas na area.

Dentre os virus listados na CCL, os enterovirus e
adenovirus sao conhecidos por serem prevalentes em
esgofos e aguas poluidas (Vantarakis & Papapetropou-
lou 1998), sendo sugeridos por muitos autores como
indicadores de contaminagao viral (Pina er al. 1998).
Mais recentemente, uma atencao especial tem sido de-
dicada aos adenovirus (AdVs). pois sdo considerados
indicadores de contaminagdo humana (Hundesa et al.
2006, Carducci er al. 2008, Katayama er al. 2008), sdo
0s patogenos aquatico mais resistente a inativacao pelo
U.V. (Linden et al. 2007), ndo apresentam correlacdo
com as bactérias coliforme (Jiang & Chu 2004, Hara-
moto er al. 2005, Mena & Gerba 2008), e possuem o
genoma constituido por DNA fita dupla, o que possibi-
lita o diagndstico molecular mais rapido e com menor
custo (Silva er al. 2010a).

Apesar desta mdicacdo, ainda nao ha um indicador
virologico padrdo para analise de aguas, nao existindo
sequer consenso entre os pesquisadores em relacdo ao
volume requerido e ao método de analise virologica a
ser empregado. Entretanto, de forma sistematizada, es-
sas analises geralmente obedecem a duas etapas: a con-
centragdo e a detecgdo viral.

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi de reali-
zar uma revisao atualizada dos principais métodos que
compodem a analise virologica (concentracdo e detec-
¢do) da agua.

CONCENTRACAOQO VIRAL

A concentracdo ¢ a primeira etapa na realizacao da
analise virologica da agua, objetiva recuperar e con-
centrar o maior nimero possivel de particulas virais,
ou mesmo reter material genético em suspensdo. Em
geral, os virus estdo presentes em baixas concentragdes
nas aguas (Griffin er al. 1999, Soule et al. 2000, Chen
et al. 2006, Hamaza er al. 2009). Dessa forma, a con-
centracdo € uma etapa critica, trabalhosa e onerosa. que
utiliza um grande volume de agua (Tavares er al. 2003),
podendo inviabilizar a aplicagdo em rotina de monito-
ramento ambiental.

Existe uma grande variedade de métodos de concen-
tragdo e a escolha de um ou outro depende do tipo de
amosira, do virus a ser 1solado e mesmo de recursos
financeiros do laboratorio. Assim, a utilizagdo de um
bom método de concentragéo € crucial para a posterior

fase de deteccdo viral. Um método adequado de con-
centracao viral deve cumprir uma série de exigéncias:
(1) ser tecnicamente facil de conclusdo em curto espago
de tempo; (ii) prover alto indice de recuperacao viral:
(111) concentrar grande variedade de virus; (1v) forne-
cer um pequeno volume de concentrado: (v) ndo ser
caro; (vi) ser capaz de processar grandes volumes de
agua e (vii) ser repetitivo e reproduzivel (Wyn-Jones &
Sellwood 2001). Entretanto, o alto custo ainda dificulta
a utilizacao destes testes de forma rotineira.

Dentre os métodos de concentragao, os mais ampla-
mente utilizados sao: ultracentrifugacao (Formiga-Cruz
et al. 2005, He & Jiang 2005, Albinana-Gimenez et al.
2006), adsor¢ao-eluigdo em membranas de microfiltra-
¢ao polarizadas (Katayama er al. 2002, Rigotto er al.
2009, Silva er al. 2010a) e ultrafiltragdo (Soule er al.
2000, Rajal ef al. 2007), ocorrendo combinacoes entre
estes e alguns métodos de precipitagdo. ou mesmo ou-
fras metodologias afins.

Microfiltragdo

E sabido que os virus entéricos possuem ampla gama
de ponto isoelétrico (Ferguson er al. 2003), possuin-
do carga eletrostatica predominantemente negativa ou
perto do nivel de pH neutro quando em meio ambiente
(Hamaza er al. 2009). Essa carga eletrostatica pode ser
modificada para positiva pela reducao do pH da agua
para um valor abaixo do ponto isoelétrico das proteinas
do capsideo viral. Baseado nesta propriedade, os virus
podem ser eficientemente recuperados utilizando tanto
membranas polarizadas negativamente quanto positiva-
mente (Katayama er al. 2002, Silva er al. 2010a).

As membranas de microfiltracao utilizadas (entre 0,2
a 0,45 pum de porosidade) sdo geralmente constituidas
de nylon, celulose. nitrocelulose ou fibra de vidro, po-
dendo ser simples (inica membrana) ou dispostas em
cartuchos de filtracdo, sendo neutras ou polarizadas
negativamente ou positivamente, existindo diferencas
significativas quanto a utilizagao destas. A filtracao em
cartucho utiliza grande volume de agua., o que pode
aumentar a eficacia da analise virologica. Entretanto, a
metodologia se torna trabalhosa e onerosa, e nio con-
diz com o uso rofineiro na analise virologica da agua.
Por outro lado, amostras ambientais sdo ricas em conta-
minantes de origem organica e inorganica, que podem
rapidamente saturar as membranas sunples e impedir a
correta filtragdo nestas. Esse problema foi solucionado
por Silva et al. (2010a), que realizaram previamente a
microfiltracdo uma pré-filtracdo com papel filtro quali-
tativo, reduzindo o numero de contaminantes ambien-
tais. Em outro estudo, Hsu ef al. (2007) obtiveram uma
taxa de recuperagdo viral de 100% utilizando uma pré-
-filtragao quantitativa com os microfiltros de fibra de AP
15 e AP 20 (Millipore) seguindo de microfiltragdo em
membrana de nitrocelulose com pequena carga eletro-
negativa.

A American Public Health Association (APHA) e
a USEPA recomendam o uso de adsorcdo-eluicdo em
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membranas eletronegativas para concentrar virus da
agua (Clesceri er al. 2005, Usepa 2001). Entretanto, o
uso de membranas eletronegativas requer tratamentos
prévios da agua para propiciar a interacdo entre o virus
e a membrana. Estes tratamentos geralmente incluem
acidificacdo da agua com adigéo de sais cationicos mul-
tivalentes (AICL, ou MgCl,), modificando a carga do vi-
rus e propiciando interacoes eletrostaticas entre o cap-
sideo viral e a superficie eletronegativa das membranas
(Chen ef al. 2006, Victoria ef al. 2009).

Um método de concentracao viral utilizando filtro

eletronegativo de 0.45 pm foi desenvolvido (Katayama
et al. 2002) e recentemente reproduzido com sucesso
em varios trabalhos correlatos que detecta virus em
aguas ambientais (Haramoto e al. 2007a, Miagostovich
et al. 2008, Katayama et al. 2008, Rigotto et al. 2009).

Adsor¢ao-eluicio de virus com filtros eletropositivos
(por ex. IMDS Zetapor Virosorb [CUNO, Meriden,
CN]) € um dos metodos comumente mais recomenda-
dos pela USEPA para recuperar virus em aguas tratadas
(Usepa 1996, 2001). Além disso, estes filtros apresen-
fam a vantagem de nao requererem a modificagdo do
pH das amostras (Fong ef al. 2005) e o virus se aderem
diretamente a membrana eletropositiva. Todavia, filtros
eletropositvos tém a desvantagem de oferecer uma bai-
xa taxa de recuperagdo viral em aguas salgadas, pois
a presenca do sal e a alcalinidade da agua podem cau-
sar baixa adsor¢do dos virus aos filtros (Lukasik er al.
2000).

No Brasil, desde 1988, trabalhos realizados tém uti-
lizado filtracao através de membrana eletropositiva
Zeta Plus 60 S (ZP60S), seguida de ultracentrifugacio
na pesquisa de virus em amostras ambientais (Mehnert
& Stewien 1993, Schvoerer er al. 2000). Mais recente-
mente na cidade de Goidnia, GO, Silva er al. (2010a)
encontraram 43% de amostras de dgua positivas para
adenovirus concentrados por membrana eletropositiva e
detectados por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Alternativamente ao uso de micromembranas polari-
zadas, tem sido testado o método de adsor¢ao-eluicdo

em particulas de vidro para recuperar virus de amostras
ambientais (Lambertini ez al. 2008). Este método utiliza
eluicdo com oleo mineral e geralmente permite que se
realize a adsorc¢do-elui¢do de virus sem a necessidade
de modificacao do pH da dgua (Lambertini er al. 2008,
Wyn-Jones et al. 2001). Apesar de menos oneroso, o
meétodo apresenta uma taxa de recuperagdo viral muito
variavel, ndo apresentando ainda resultados satisfato-
rios.

Recentemente, Li er al. (2010) compararam o uso
de um novo filtro composto por fibra eletropositiva
de composi¢ao nao textil chamado de “nanoalumina”
(Ahlstrom Filtration, LLC, FL) com o uso do ja comu-
mente utilizado filtro HA-WP (Millipore, Inc.). Apesar
do novo sistema oferecer algumas vantagens,tais como
a capacidade para filtrar grandes volumes de agua (aci-
ma de 10 litros), maior taxa de recuperagdo de parti-
culas infecciosas (82-91% contra 78-90% pela filtragdo
HA), sem a necessidade de pré-filtracéo, e ajuste de pH
ou adigdo de cations multivalentes, apresentou a des-
vantagem de oferecer menor taxa de recuperagdo do ge-
noma viral (16-35% contra 29-66% pela filtracao HA).

A Tabela 1 mostra as principais membranas e cartu-
chos de filtracao usualmente empregados para realizar
a concentracdo (pré-filtracdo / filtracdo) de virus em
aguas ambientais.

Ultrafiltragéo

A ultrafiltracdo (UF) consiste em filtragdo em ultra-
membranas que retém macromoléculas (acidos nucléi-
cos e proteinas). Essas membranas contém poros capa-
zes de refer massas moleculares na ordem de 10.000 a
100.000 Da (Hill er al. 2007), sendo geralmente utiliza-
das em associa¢do com a microfiltra¢do (Haramoto er
al. 2007a, Miagostovich e al. 2008). Os métodos de ul-
trafiltracdo tém sido reportados desde a década de 1970
na recuperacao de microrganismos em agua, com espe-
cial destaque para os virus (Belfort ez al. 1974). Hill et
al. (2005) demonstraram que a UF pode ser utilizada
de modo eficiente, utilizando um pequeno volume de

Tabela 1. Membranas e cartuchos de microfiltracéo utilizados para concentrar (pré-filtracdo/filtragio) virus em aguas ambientais.

. . . . Carga/
Tipo Nome Porosidade (um) Composicao Hidrofobicidade
Membrana Hybond N+ (Amersham pharma) 0.45 Nylon +
Membrana Zetapore (AMF Cuno) 0.45 Diatomacea/celulose +
Membrana PTFE-LCR (Millipore) 0.45 Teflon Hidrofilico
Membrana MF HAW (Millipore) 0.45 Nitrocelulose -
Membrana NM04701 020SP 0,22 Nitrocelulose -
Membrana HA (Millipore) 0.22-0.45 Mistura de ésteres de celulose Hidrofilico
Membrana Anodisc (Whatman) 0.2 Inorganica (inorganic-alumina) +
Membrana Prefilter A1 15 (Millipore) 8.0 Microfibra de vidro SI
Membrana Prefilter GF/FC (Whatman) 12.0 Microfibra de vidro ST
Membrana AP 15eAP20 0.2-0.8 Microfibra de vidro ST
Membrana Metricel (Gelman Science) 0.8 Celulose SI
Cartucho Zeta-plus (AMF. Cuno) 0.5-1.0 Celulose com carga modificada +
Cartucho 1-MDS Virozorb (AMEF. Cuno) 0.2 Celulose com carga modificada +
Cartucho Duo-fine series (Blaston Corp.) 0.435 fibra de vidro com resina epoxi ST
Cartucho Filtering tubes (Balston Corp.) 5-8.0 Microfibra_de Vidor e resina de SI

epoxi-borsilicato

SI: Sem informagdes precisas
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agua (10 L) em condigoes diferenciadas para recuperar
simultaneamente virus, bactérias e parasitos. Recente-
mente, Girones er al. (2010) constataram que a UF seria
uma alternativa viavel para o diagnostico de virus em
aguas salgadas (Girones er al. 2010).

Metodos de ulfrafiltracdo como a filtragem de fluxo
por vortex (VFF - vortex flow filtration) e a filtragem de
fluxo tangencial (TTF - flow filtration) tém sido utiliza-
dos como alternativas ao método de adsorcao-eluicao
por microfiltragdo. VEF tem a vantagem de ndo reque-
rer pré-filtracad e ter maior taxa de recuperacgao viral
do que TFF (Fong er al. 2005). Contudo, € aconselha-
vel realizar uma etapa de pré-filtracao qualitativa, pois
a realizacdo deste procedimento permite a retirada de
matéria organica, como restos de algas que saturam as
membranas (Silva er al. 2010a).

Ultracentrifugagdo

Na ultracentrifugacao, as amostras de agua sao cen-
trifugadas a uma velocidade superior a 100.000 x g, e
isso faz com que os virus precipitem e possam ser efi-
cientemente eluidos. O meétodo de ultracentrifugacao
apresenta a vantagem de usar amostras in natura. Toda-
via, sua utilizagdo em amostras ambientais, tais como
aguas de rios ou lagos (onde a concentracao de virus ¢
baixa). € limitada, pois as ultracentrifugas nao possuem
capacidade para processar grandes volumes de agua.
Assim, este método é muito empregado para deteccéo
de virus em amostras de esgoto (Albinana-Gimenez et
al. 2006, Myrmel e al. 2006), onde a concentracdo des-
tes patdgenos ¢ sabidamente elevada. O método em sié
pratico e de baixo custo. Todavia, a aquisi¢do e a manu-
tencao de uma ultracentrifuga exigem custos elevados.

Eluigdo e extragdo de dcidos nucléicos

A proxima etapa pos-concentragdo ¢ realizar a elui-
cdo das particulas virais adsorvidas em membrana ou
no concentrado, normalmente utiliza-se uma solucdo
protemacea alcalina contendo glicina (0,5 M) e ex-
trato de carne (1-3%, pH 9-11), também chamada de
floculacdo organica (Puig ef al. 1994, Lambertini et al.
2008), a qual promove a recuperagdo de particulas vi-
rais adsorvidas em solidos (El-Senousy er al. 2007). A
eluicdo com extrato de carne € o método mais utilizado.
Todavia, diversos pesquisadores tém utilizado eluigdes
diferenciadas, como solugoes contendo Tween 80 (Ra-
jal et al. 2007), e associagdo de Tween 20 com Tris-
-EDTA (Silva er al. 2010a), pois o extrato de carne pode
iibir as reagoes de PCR (Abbaszadegan et al. 1993).
Em razdo disso, para a detecgdao via PCR, alguns pes-
quisadores tém proposto, como alternativa mais eficaz,
a eluigdo dos virus em solucao de NaOH (pH 10.8) (Ha-
ramoto et al. 2005, Haramoto et a/. 2007b), ou mesmo
uma associagdo de IL,SO, 0,5 mM e NaOH 1 mM (Hsu
et al. 2007).

Em associa¢do ou ndo com a etapa de eluicdo, po-
de-se utilizar diversas metodologias, denominadas de

meétodos secundarios de concentragao, usualmente me-
todos de precipitacdo, destacando-se a ja mencionada
floculagdo organica com extrato de camne (Xagoraraki
et al. 2007), floculagdo com aluminio (Farrah er al.
1976). floculagdo com leite em pd desnatado (0.01%
w/v) (Calgua er al. 2008), precipitacao com polietile-
noglicol (PEG) (Greening ef al. 2002), ou precipitagio
com sais multivalentes (Chang er al. 1981). O precipi-
tado ¢ entdo centrifugado para aumentar a eficiéncia de
sedimentagdo e, posteriormente, dissolvido em tampoes
apropriados e submetido a extragdo do material gené-
tico, para diagnostico molecular, ou segue diretamente
para isolamento em cultura celular.

Recentemente, Hamaza er al. (2009), comparando
varios métodos de elui¢do, demonstraram que a elui-
cdo das membranas com glicina e extrato de carne ndo
apresenta grande eficiéncia quando em associagdo com
a precipitagdo com PEG. A concenfragdo com PEG
possui a vantagem de obter precipitacdo em pH neutro
ou em altas concentra¢des 10nicas, bem como na au-
séncia de compostos i6nicos (Lewis & Metcalf, 1988).
Por outro lado, a precipitagdo com PEG pode ndo ser
muito eficiente para algumas amostras ambientais, pois
pode ocasionar concomitante concentragdo de inibido-
res da PCR (acidos hmimicos, compostos fenolicos, etc.)
(Schvoerer er al. 2000). Alguns métodos secundarios de
concentragdo também podem ser utilizados para pro-
mover uma purificacio ou mesmo re-concentragio das
amostras, diminuindo a concentragao de contaminantes
0Iganicos e Inorganicos.

Alternativamente, um bom método de extragao de
acidos nucléicos pode amenizar/solucionar os proble-
mas decorrentes da presenca de inibidores das enzimas
utilizadas na PCR. Existem diferentes protocolos, que
usualmente incluem extragdo pelo método de fenol-
-cloroformio (Sambrook & Russel 2001), extracao pelo
metodo da silica (Boom er al. 1990), ou demais varia-
coes vigentes, ja que os kits sofrem modificagdes entre
laboratorios e podem ser utilizados tanto kits comercias
quanto os chamados “kits caseiros™, estes tltimos mui-
to comuns em analises virologicas de amostras ambien-
tais. Para minimizar os efeitos de compostos inibidores
da polimerase pos-extracao de DNA, como a agdo de
acido humico, Abbaszadegan er al. (1993) utilizaram
com sucesso um pré-tratamento de purificagio do ma-
terial genético através de passagem em coluna de cro-
matografia utilizando Sephadex G-100 e resina do tipo
Chelex-100. Isso denota o cuidado que se deve ter na
escolha de um bom método de extracao de acidos nu-
cléicos.

DETECCAOQ, ENUMERACAO
E ]])ENTIFICACAO VIRAL
Culturas celulares

Existem diversos métodos de identificacdo de virus
em aguas baseados na deteccao molecular ou na capa-
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cidade de replicacao ou nao dos virus em culturas celu-
lares (CC) (Wyn-Jones & Sellwood 2001). As culturas
celulares sdo metodologias tradicionais, comumente
utilizadas para isolar virus em aguas desde a década
de 1990 (Havellar er al. 1993). O método consiste em
inocular amostras de virus em uma linhagem celular de
escolha e avaliar as células quanto a presenca de danos,
estes chamados de efeito citopatico, um sinal caracte-
ristico da evidéncia de infecgao viral (Fong er al. 2005).
A cultura celular, apesar de ser um método muito sen-
sivel (Tavares ef al. 2005) em detectar particulas virais
infecciosas, apresenta a desvantagem de ser trabalhosa
(Hot et al. 2003, Formiga-Cruz et al. 2005) e onerosa
(Formiga-Cruz et al. 2005). Além disso, alguns gru-
pos virais sao fastidiosos, como os adenovirus (soro-
tipo 40/41) e norovirus ( Ko er al. 2005, Haramoto et
al. 2004, Mena & Gerba, 2008 ). Outra desvantagem
da metodologia ¢ a necessidade da utilizacao de uma
segunda metodologia, acoplada a cultura celular, para
realizar identificacao viral especifica. Dentre essas se
destacam os métodos imunologicos, como imunofiu-
orescéncia e imunoperoxidase (Mehnert er al. 1999).
quimioluminescéncia (Greening er al. 1999), ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (Jinag er al. 1995) e méto-
dos moleculares como a PCR (Greening e al. 2002).

Reagdo em cadeia da polimerase e variagdes

Com o a expansdo do uso de técnicas moleculares,
a partir da década de 1990, e a conseqliente incorpora-
cao de metodologias que agregam maior especificidade
e sensibilidade, como a PCR, vem sendo crescente o
aumento no numero de investigacoes na area da virolo-
gia aquatica (Castignolles er al. 1998, Soule et al. 2000,
Lee & Kim 2002, Fout er al. 2003, Formiga-Cruz ez al.
2005, Karamoko er al. 2005, Rose et al. 2006, Lee &
Kim 2008, Silva er al. 2010a).

Técnicas moleculares como a PCR fornecem alta es-
pecificidade, sensibilidade e rapida deteccao de patoge-
nos virais em amostras ambientais (Rigotto ef a/. 2005)
quando comparada a cultura celular (Fong ef al. 2005).
Porém. em rotina laboratorial, o seu uso em amostras
aquaticas pode ser limitado, devido & presenca de inibi-
dores da polimerase. Por exemplo, substancias organi-
cas oriundas de acido himico podem adsorver proteinas
ou enzimas e interferir quimicamente em seus sitios de
atividade ou quelar cations bivalentes, tais como Ca* e
Mg?, impedindo que estes ions sirvam como cofatores
das enzimas utilizadas na PCR (Muller-Wegener, 1988).
Alguns métodos tém sido desenvolvidos para sobrepor
esses obstaculos, entre eles a Nested-PCR (utilizagao de
um segundo par de iniciadores flanqueando uma regiao
previamente amplificada pela primeira PCR), técnica
que tem sido proposta para assegurar deteccdo especi-
fica, eliminar resultados falso-negativos e incrementar a
reacdo (Rigotto e al. 2005).

As Nested-PCRs apresentam maior nivel de sensi-
bilidade, em comparacdo com as PCRs, permutindo a
detecgdo de um menor nimero de particulas virais nas
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amostras (Puig er al. 1994), além de ter a vantagem de
concentrar menor quantidade de inibidores da enzima
Taq DNA polimerase (Rigotto er al. 2005). Alternativa-
mente, tem sido utilizada a semi-Nested PCR para au-
mentar a sensibilidade das analises (Silva ef al. 2010a).
A Semi-Nested PCR ¢ uma segunda reacao de PCR, mas
que utiliza um dos primers utilizados na primeira PCR
em associacdo com outro primer diferente flanqueando
uma regido ja amplificada. Dubois et al. (1997), ao de-
tectar rotavirus em amostras de esgoto. constataram que
a realizagdo de ensaios Nested-PCR aumenta a sensibi-
lidade da reagdo em 1,83 x 10°, quando comparado com
ensaios PCR.

A desvantagem da PCR ¢é que ndo ¢ capaz de indicar
infecciosidade viral (Schvoerer er al. 2001). Todavia, em
ensaios de reagdo em cadeia da polimerase com transcri-
céo reversa (RT-PCR), 1sso € passivel de ser analisado
pela deteccdo de copias de mRNA obtidas de replicacdo
viral em cultura celular (Greening ez a/. 2002). Segundo
Metcalf et al. (1995), para a detecgdo de certos virus em
amostras ambientais, RT-PCR é o método de escolha em
comparagdo ao uso dos antigenos utilizados em ensaios
ELISA, que ndo sao tao especificos. Mesmo assim, o que
se tem observado ¢ a crescente deteccdo destes patoge-
nos utilizando apenas detec¢do molecular direta, sem au-
xilio de cultura celular, haja vista que alguns grupos de
virus monitorados sdo altamente resistentes a condi¢des
ambientais adversas.

Outro método molecular utilizado para detec¢io viral
em amostras hidricas ¢ a PCR quantitativa em tempo
real (Q-PCR/qPCR - Real time PCR) (Bofill-Mas er al.
2006, Xagoraraki e al. 2007, Haramoto ez al. 2007a). E
uma variacao da PCR pela utilizacao de compostos flu-
orescentes (fluordforos) que, simultaneamente amplifi-
ca, quantifica e analisa a expressdo génica (He & Jiang
2005). Os compostos fluorescentes mais utilizados para
detecgdo de virus em agua por qPCR sdo o SYBR Green
e a TagMan.

O SYBR Green se liga entre a fita dupla de DNA e,
com a excitagdo da Iluz emitida pelo sistema 6tico do
termociclador de qPCR, emite uma fluorescéncia verde.
Sdo (1) vantagens e (i1) desvantagens do SYBR Green:
(1) baixo custo, facilidade no uso e sensibilidade; (11)
se liga em todo o DNA fita dupla (incluindo dimeros),
podendo superestimar a concentragao alvo (Novais &
Alves 2004). A TagMan é uma sonda de DNA marcada
que, durante a PCR, hibridiza com a seqiiéncia da fita
simples de DNA complementar alvo, agregando con-
seqiientemente maior especificidade e sensibilidade a
reacdo. Dessa forma, o uso da sonda TagMan permite
que se realize a quantificagdo de virus em ambientes
aquaticos (La Rosa er al. 2010).

Apesar da alta sensibilidade e especificidade dos en-
salos de PCR, ha divergencias quanto a utilizagao das
variacdes RT, qPCR e Nested-PCR para a deteccdo de
virus em aguas. Van Heerden ef a/. (2005) demonstraram
que para a deteccao de adenovirus humano, o 1solamen-
to em cultura e 1dentificagdo por RT-PCR fornece alta
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sensibilidade e especificidade. Em estudo realizado por
Chapron et al. (2000), que compara a utilizag¢do de cul-
tura celular em associagao com Nested-PCR com ape-
nas a utilizagao de Nested-PCR, to1 demonstrada maior
sensibilidade na deteccao de adenovirus em amostras
semeadas em cultura celular. Dado semelhante foi obti-
do por Xagoraki er al. (2007), ao analisarem a detecgao
de AdVs em amostras ambientais pela associagdo ou
nao de cultura celular com ensaio qPCR. ficando evi-
dente a maior sensibilidade da associagao cultura celu-
lar e qPCR (qPCR-CC). Contraditoriamente, Chapron
et al. (2000), ao analisarem a integragdo cultura celular
com RT-PCR e Nested-PCR (CC-RT-PCR), obtiveram
um aumento da sensibilidade de detecgao viral quando
comparado ao uso da cultura celular unicamente. Ja He
& Jiang (2005) relatam que a realizagao de PCR quan-
titativo em etapa Unica permitiu a detecgdo de 3-4 vezes
mais AdVs do que o encontrado por isolamento em li-
nhagens HEK-293 em associagdo com a (PCR.

A realizagao de um segundo ensaio de PCR aumenta
a sensibilidade e especificidade das reacoes de detecgao
de AdVs em aguas poluidas (Castignolles er al. 1998)
e esse fato & inegavel. Esse dado € corroborado por es-
tudos realizados por Puig er al. (1994) e Vantarakis &
Papapetropoulou (1999) em que, respectivamente, 11
e 9 amostras ambientais foram negativas na primeira
PCR e confirmadas positivamente apos segunda PCR
(Nested-PCR). Mas ha divergéncias na comparacao do
Nested-PCR com o qPCR. Estudo realizado por Noble
et al. (2003) demonstra que Nested-PCR é mais sensi-
vel do que qPCR na detecgdo de adenovirus. Por outro
lado, Jiang ef al. (2005), assim como Romanova et al.
(2009), demonstraram que a qPCR foi mais sensivel
para a detecgdo de adenovirus em aguas ambientais.
Beuret er al. (2004), detectando norovirus e enterovi-
rus, demonstraram que RI-Real time PCR apresentou
um aumento de sensibilidade de uma a duas ordens de
magnitude, respectivamente, quando comparada com
o protocolo RT-PCR. O mesmo foi observado por De
Paula e al. (2007). em que qPCR detectou virus da he-
patite A (HAV) em 92% das amostras, comparado com
23% quando utilizado o ensaio de RT-PCR. Isso pos-
sivelmente ocorreu porque a qPCR € menos sensivel
aos inibidores enzimaticos, quando comparada com a
PCR qualitativa. Além disso, para a detecgio de HAV, a
qPCR mostra-se mais eficiente pois combina a amplifi-
cacdo da PCR com o uso de sondas internas (TagMan)
para confirmar a especificidade do amplicon (Mackay
2004). Ensaio qPCR baseado no uso de sondas TagMan
¢ uma das técnicas mais confiaveis para avaliar a abun-
dancia de sorotipos de AdVs na agua, pois oferece alta
sensibilidade e baixa possibilidade de contaminagio
cruzada (Haramoto er al. 2007). Dessa forma, é noto-
rio o aumento no uso da qPCR para o monitoramento
microbioldgico ambiental e alimentar (Girones et al.
2010).

Apesar da inegavel sensibilidade e especificidade
dos ensaios baseados na amplificagdo génica (PCR)

confirmar especificidade de amostras positivas por vi-
sualizagdo de bandas em gel agarose, mesmo apos uma
segunda PCR. ndo ¢ suficiente para a analise viroldgica
de amostras ambientais (Silva er a/. 2010a). Isso porque
os microrganismos de forma geral sdo mais suscepti-
veis quando em meio ambiente as mudangas em sua
constifuigao genética, podendo mduzir nao somente a
casos de falso-negativo, mas também de falso-positivo.
Desta forma, o sequenciamento de nucleotideos vem
sendo empregado para agregar maior especificidade as
amostras positivas. Nesse quesito, a PCR quantitativa
pode conseguir mais sucesso, pois juntamente com os
primers forward e reverse, pode-se empregar uma son-
da interna, agregando maior especificidade ao teste.

Nas reacoes de PCR, deve-se ressaltar o uso de um
controle interno de amplificagdo para todas as reagdes
(Silva er al. 2010a, Girones ef al. 2010). Além disso, a
presenca de potenciais inibidores. que podem afetar a
acuracia da quantificacdo, pode ser avaliada através de
amplificacoes advindas de amostras ambientais puras e
diluidas (Girones et al. 2010).

A PCR e suas variacoes ¢ o método mais empregado
para detectar acidos nucléicos virals em amostras am-
bientais, mas outros meétodos estdo disponiveis como,
por exemplo, o NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based
Amplification - amplificagao de acidos nucléicos base-
ada em sequéncia). O NASBA ¢ um método utilizado
para amplificar RNA de outras copias de RNA ou DNA
em temperatura unica, sendo mais comumente empre-
gado para amplificar RNA (Goodwin & Litaker, 2008).

Citometria de fluxo

Recentemente, uma nova frente em microbiologia
ambiental vem sendo desenvolvida com a utiliza¢do de
metodologias robustas, baseadas na utilizacdo da cito-
metria de fluxo. A citometria ¢ uma técnica utilizada
para contar, examinar e classificar particulas microsco-
Ppicas suspensas em meio liquido em fluxo, permitindo a
analise de varios parametros (Vives-Rego ef al. 2000).
A citometria utiliza sondas fluorescentes especificas que
se ligam ao seu alvo-ligante e emite uma fluorescen-
cia padrao apos excitagdo por lasers. As sondas podem
ser ufilizadas para examinar caracteristicas estruturais,
como conteudo lipidico, anticorpos ou acidos nucléicos
(DNA ou RNA), sondas de oligonucleotideos marcadas
com fluorescéncia (Katisuragi & Tani 2000). No caso
especifico dos AdVs, a detecgao desses ja ¢ realizada
com sucesso através do monitoramento intracelular da
taxa de expressdo da proteina hexon do capsideo viral,
que ¢ abundantemente expressa entre 18 a 24 h pos-
-infeccdo celular (Weaver & Kadan 2000). Todavia,
essa metodologia ainda ndo foi testada em amostras
ambientais.

As limitacdes no uso da citometria de fluxo em viro-
logia ambiental estdo relacionadas a pequena dimensao
e reduzido conteudo das moléculas estruturais dos vi-
rus, especialmente DNA e RNA. Apesar dos corantes
celulares atualmente utilizados serem bem conhecidos
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e aplicados na marcacdo de células animais, as intera-
cdes com as células virais sdo pouco conhecidas (Vives-
-Rego er al. 2000). Embora o método seja promissor no
campo da virologia ambiental e haver trabalhos correla-
tos (Barardi ef al. 1998, Nebe-Von-Caron et al. 2000),
esses ainda sdo incipientes e isso se deve sobretudo por-
que o aparelho possui um custo elevado e a metodologia
exige pessoal altamente qualificado (Vives-Rego er al.
2000), o que pode inviabilizar seu uso.
Alternativamente a citometria de fluxo, alguns estu-
dos indicam a utilizagdo do Luminex em trabalhos de
microbiologia ambiental (Spiro & Lowe 2002, Peters
et al. 2007). O Luminex ¢ um pequeno citometro de
fluxo com o proposito de detectar microesferas interna-
mente coradas com uma composicdo de fluorocromos
vermelho e infravermelho (Peters er /. 2007). Dentro
do analisador Luminex, um laser excita os corantes in-
ternos das microesteras e outro laser indica a faixa de

fluorocromo capturado pelos antigenos. Ha uma varie-
dade de 100 microesteras disponiveis e cada uma com
uma composicao antigénica diferente. O Luminex pode,
assim como o citometro de Huxo. detectar proteinas, li-
pidios, acidos nucléicos e demais biomoléculas perti-
nentes de detecgdo.

Na figura 1, é mostrado um fluxograma esquematico
das principais etapas a serem realizadas no diagndstico
virologico de amostras de dgua.

CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os orgaos incumbidos de monitorar a qualidade da
agua devem ter ciéncia de que as bactérias do grupo
dos coliformes, usualmente empregadas para monito-
rar a qualidade microbiologica da agua, ndo atestam a
qualidade virologica desta. Quando muito, estes testes
podem prover algum nivel de indicacdo de virus enté-

Figura 1. Fluxograma demonstrativo da sequéncia de eventos necessarios para se realizar o diagnostico virologico em amostras de agua.
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ricos quando a fonte de contaminagio ¢ sumariamente
de origem humana (Jurzik er a/. 2010), o que é uma
medida totalmente subjetiva.

Os virus possuem grande impacto em saude publi-
ca. Nos paises industrializados estes patdgenos sdo os
principais causadores das gastroenterites (Lopman et
al. 2003). Nos EUA, entre o periodo de 1999 e 2002,
estes patogenos foram responsaveis por 14% dos surtos
e 38% das doencas associadas com dguas de consumo
humano (Lee e /. 2002, Lambertini ez a/. 2008). Pos-
sivelmente, nos paises pobres e em desenvolvimento,
onde ¢ notoéria a precariedade das condigoes de sanea-
mento basico, ¢ muito provavel que os indices de infec-
¢des por virus entéricos sejam maiores do que os indi-
ces estabelecidos nos paises desenvolvidos. Nesses, as
pesquisas de detecgdo de virus em aguas encontram-se
bem adiantadas, com tendéncia para a incorporagao dos
adenovirus como possivels mdicadores virologicos de
qualidade da dgua na Europa (Wyn-Jones et al. 2010).
Pina er al. (1998) e Castignolles e al. (1998) ja indica-
vam estes patdgenos como bons indicadores de conta-
minagao ambiental. No Japdo, estes patdgeno sao pro-
postos como indicadores preferenciais para certificar a
qualidade viroldgica da dgua (Katayama ef al. 2008).

Assim, em alguns paises da Europa e no Japdo, o
monitoramento de virus em aguas ja ¢ uma realidade
mas, como exposto acima. constata-se a falta de um
meétodo padrdo para diagnostica-los. Possivelmente nao
1ra ocorrer para um unico tipo de amostra hidrica, pois
as taxas de recuperacdo viral para os varios tipos de
aguas (aguas ftratadas, efluentes, aguas de 11o0s, dentre
outras) nao ¢ similar, e a adsor¢do dos virus as mem-
branas polarizadas pode ser influenciada por sais, ca-
tions multivalentes, condi¢oes acidas (Haramoto er al.
2005, 2006), e compostos organicos diversos, que exi-
gem metodologias diferenciadas. Portanto, um mesmo
meétodo pode ser mais ou menos sensivel do que outro
para amostras diferenciadas. Ademais. a sensibilidade
e mesmo a especificidade sdo seriamente influenciadas
pelos mecanismos de eluicdo, métodos secundarios de
concentracgdo e purificacdo, assim como pela técnica de
deteccdo, e mesmo pelo agente viral a ser diagnostica-
do.

Recentemente, Hsu et a/. (2007) compararam a efi-
ciéncia de recuperacdo de enterovirus em agua nao tra-
tada utilizando trés membranas de concentracao (mem-
branas de nitrocelulose. eletronegativa e eletropostiva)
e dois métodos de eluigdo [H,SO, 0,5 M + NaOH 1mM
(acid rinse) e Glicina 0,05M pH 9,5 + extrato de carne
1.5% (glycine rinse)], totalizando seis combinagdes di-
ferentes. que foram avaliadas quanto a detecgdo pelos
método do numero-mais-provavel (MPN - Most pro-
vavel number)-RT-PCR e Real time PCR. O procedi-
mento, utilizando membrana de nitrocelulose e eluicdo
com H,SO, 0.5 M + NaOH 1 mM, foi o método mais
eficiente para concentragdao de enterovirus. Em relacao
ao método de deteccdo, nao foi observado diferenca
significativa entre o uso de MPN-RT-PCR e qPCR. En-

tretanto, MPN-RT-PCR ¢ economicamente mais viavel.

Gassilloud et al (2007) avaliaram a utilizacdo de
8 tipos de membranas em combinacdo com diferen-
tes fratamentos de eluicdo para recuperar poliovirus 1
adsorvidos em garrafas de agua mineral previamente
contaminadas, seguindo deteccao molecular. Ao todo
foram realizados 13 tratamentos e foi demonstrado que.
para virus RNA, a membrana de nylon carregada po-
sitivamente (Hybond N+ - Amersham pharma) obteve
os melhores resultados de recuperagao e que o melhor
meétodo de eluigdo das garrafas consiste de uma mistura
de dodecil sulfato de sodio (SDS) e um detergente nao
anionico (Triton X-100 ou Tween 80) com 1sotiocianato
de guanidina, aquecida a 60°C.

Mais recentemente, Silva er al. (2010b) realizaram
uma metanalise avaliando a eficacia do uso de trés me-
todologias de concentracdo viral associadas a deteccdo
molecular de AdVs em amostras de aguas nao tratadas.
Ao todo foram selecionados 33 estudos e concluiu-se
que: a) PCR nao deve ser o método de escolha para
detectar AdVs em amostras ambientais, devendo-se
priorizar qPCR ou Nested-PCR; b) para detectar AdV's
em amostras de rios ou lagos a metodologia de esco-
lha deve ser uma associagdo entre ultracentrifugacao e
Nested-PCR; ¢) ¢ aconselhavel utilizar associagdo en-
fre microfiltragdo em membrana, ultrafiltragao e qPCR
para detectar AdVs em amostras de esgotos tratados e
nao tratados.

Os estudos de Hsu ef al. (2007), Gassiloud et al.
(2007) e Silva e al. (2010b) ofereceram grandes contri-
buigdes para as pesquisas na area de virologia aquatica.
Entretanto, como Silva et al. (2010b) afirmam, amda
faz-se necessario a agregacao de novos estudos na ava-
liagdo dos métodos empregados.

Apesar das divergéncias, muitos métodos para diag-
nosticar virus em amostras ambientais ainda estao sen-
do padronizados ou desenvolvidos, o que muitas vezes
gera confusdes em relagdo a qual método utilizar. Espe-
ra-se que, com essa revisdo atualizada dos métodos de
diagnostico virologico em aguas, estes sejam mais bem
compreendidos e sirvam como uma orientacdo para
pesquisas académico-cientificas na area.

Atualmente. existe uma gama de trabalhos na area,
e espera-se que em um futuro proéximo o diagndstico
virologico da qualidade da agua seja incorporado aos
testes rotineiros de qualidade da mesma. Além disso,
a deteccao destes patogenos permitira uma melhor de-
finicdo das politicas de saide publica e de saneamento
publico, uma vez que as doencas virais de veiculagdo
hidrica, e até outras de rotas desconhecidas poderao
ser 1dentificadas e melhor estudas em um contesto eco-
-epidemiologico.
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Abstract Adenovirus is the virus that contains the high-
est amount of features favorable to its use as a virologic
marker for water quality. Those pathogens are resistant on
the environment, abundant, easily detected by molecular
methods and are of great importance in public health.

Water -

Keywords Adenovirus -

Public health

Virologic marker -

Among hydric veiculation viruses, special attention should
be given to adenoviruses (AdVs) because they have a
number of features that justify their indication as a virologic
marker for the quality of water. Human adenovirus (HAdV)
are members of the genus Mastadenovirus in the Adenovi-
ridae family (Echavarria 2008), which comprises 52 sero-
types classified into 7 species (A-G) (Calgua et al. 2011).

AdVs are excreted in feces, urine, and respiratory
secretions of infected individuals (Cabtree et al. 1997;
Metcalf and Estes 1995; Jiang et al. 2001). Those viruses
are very important in public health (Silva et al. 2010a), and
have been included in the US Environmental Protection
Agency’s contaminant candidate list (EPA CCL) (USEPA
2009). Being responsible for a series of diseases such as
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common colds, pharyngitis, amygdalitis, gastroenteritis,
and encephalitis and infections may be lethal in high risk
patients, like immunosuppressed and children (Poddar
1999; Mena and Gerba 2008).

After rotavirus diseases, HAdVs are the second higher
cause of gastroenteritis (Cabtree et al. 1997). Studies per-
formed still in the 1960s already indicated that serotypes 1,
2, and 5 are responsible for 5-10% of the respiratory dis-
eases in children (Brandt et al. 1969).

Among hydric veiculation viruses, studies have indi-
cated the use of HAdVs as virologic indicators of human
contamination (Puig et al. 1994; Carducci et al. 2008;
Katayama et al. 2008), because they are prevalent in
environmental waters (Lee and Kim 2008). Therefore, they
are successfully detected in different environmental sam-
ples, such as waters in lakes and rivers (Xagoraraki et al.
2007; Silva et al. 2010a), sewage systems (Rodriguez-Diaz
et al. 2009), treated waters (Verheyen et al. 2009). and
swimming pools (van Heerden et al. 2005a).

Verheyen et al. (2009), analyzing 54 treated water
samples have detected 12.9% of those as positive for AdV,
against 2.1% of positivity for rotavirus. Lee and Kim
(2008), assessing 54 river samples, obtained 45 (77.6%), 32
(55.2%), 12 (20.7%), 4 (6.9%), and 4 (6.9%) positive
samples for AdV, enterovirus, reovirus. hepatitis A virus,
rotavirus and sapovirus, respectively.

Although, being susceptible to chlorination disinfection
(Thurston-Enriquez et al. 2003), studies have demonstrated
the presence of viable AdVs in treated waters (van Heerden
et al. 2003, 2005b). Furthermore, this is the aquatic path-
ogen more resistant to inactivation by ultra violet light
(UV) (Liden et al. 2007). The inactivation of 4-log of AdVs
requires a UV dose of 200 mJ/em?, considering that
30-40 mJ/em? are sufficient to inactivate the remaining
viruses (Gerba et al. 2002; Shin et al. 2005).
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The high infectivity and resistance of AdVs to UV
disinfection processes is related to the fact that those
viruses utilize the enzymes of the host during replication to
repair damage to the DNA (Eischeid et al. 2009); one of the
non damaged DNA bands serves as repairing mold (Fong
and Lipp 2005); furthermore, the high molecular weight of
those viruses also helps with the resistance to UV light
(Gerba et al. 2002).

Thus, the inactivation of that virus is seriously com-
promised and the use of UV light in the treatment of water
systems is unfeasible because it does not offer adequate
conditions for water disinfection, depending on the desired
volume, on the high speed of passage of water, of the short
time of exposure to UV and even in relation to the high
operational cost.

Moreover, heterotrophic bacteria and fecal coliforms
usually utilized to assure the microbiological quality water
(Lee and Kim 2002) do not assure the virologic quality;
and can be just used to predict the possible viral contam-
ination human (Jurzik et al. 2010).

HAdVs are remarkably resistant when present in the
environment (Silva et al. 2011). and assures with reliability
the presence of human contamination, because these viruses
survive in environments where bacteria do not remain any-
more (Enriquez et al. 1995). AdVs are more prevalent than
noroviruses both in sea water and fresh water and are
promising indicators of water quality in Europe (Wyn-Jones
et al. 2011). In Japan, those pathogens are proposed as
preferential viral indicators to certify water quality (Katay-
ama et al. 2008). More recently, Silva et al. (2010b) stated
that AdVs may possibly become the virologic indicator of
choice to perform routine environmental monitoring.

The lack of a standard method for virologic analysis of
water makes unfeasible to perform routine tests. Never-
theless, AdVs are being diagnosed with success using
several methodologies with emphasis in adsorption—elution
methods relying upon electrostatically charged micropo-
rous filters (Chen et al. 2000). following molecular detec-
tion. We should be sure that possibly we will not achieve a
standard method for a single type of sample because the
viral recovery rates for several types of water is not similar
and the virus adsorption to the charged microporous
membranes can be influenced by salts, multivalent cations,
acid conditions (Haramoto et al. 2005, 2006), and several
organic compounds which require differential methodolo-
gies identification. Definitively the cellular culture is not
the method of choice for the implementation of virological
analysis for adenovirus in aquatic environments (Silva
et al. 2010b), which is expensive, labor-intensive and time-
cosuming (Formiga-Cruz et al. 2005), and of difficult
visualization of the cytopathic effect for serotypes 40 and
41 of the HAdVs (Jiang 2006). Furthermore, molecular

techniques like PCR offer higher specificity and sensitivity
in the diagnosis (Fong and Lipp 2005).

HAdVs detection as a virological index for water quality
is not new, by the contrary, it is extremely defended by
many scientists worldwide (Puig et al. 1994; Pina et al.
1998: Albinana-Gimenez et al. 2006; Wyn-Jones et al.
2011). However, it is not clear why these viruses are not
yet used in the monitoring of the water’s quality.

The use of microbiologic monitoring methods are
unsuitable and known to be outdated. year after year have
been conniving with virotic outbreaks and in some cases
causing the death of individuals. A higher effort by the
government is needed to solve this problem. As a measure
to control outbreaks is suggested that the HAdVs are to be
used as markers with the purpose of monitoring the quality
of the water and hereby mentioned.
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Artigo 3 - Alto niumero de cépias gendmicas de adenovirus humano C em
agua tratada de area neotropical

Silva, Hugo Delleon.

Nucleo de Pesquisas em Agente Emergentes e Re-emegentes, Universidade Federal de Goias, Brazil

Resumo

Em areas neotropicais, sdo escassas as informacdes sobre a ocorréncia de adenovirus humano (HAdV)
em agua tratada. Desta forma, o presente estudo propds quantificar e caracterizar molecularmente os
HAdVs detectados em amostras de agua tratada de uma regido de cerrado do Brasil. Para tal, durante os
meses de agosto a novembro de 2012, foram coletadas amostras de agua de 4 reservatérios de agua
tratada e de seus respectivos pontos na rede de distribuicdo na cidade de Goiénia, totalizando 80
amostras. Amostras de agua foram concentradas, analisadas por qPCR e parte destas sequenciadas. A
anélise de qPCR demonstrou 76,6% (10° - 10° CG.mL™) e 37,5% (10" - 10® CG.mL™) de amostras
positivas para 0s reservatorios e seus pontos na rede de distribuicéo respectivamente. Todas as amostras
selecionadas para sequenciamento compativeis com HAdVs espécie C. Este estudo relata um valor de
CG.mL™ de HAdV ndo detectado em nenhum outro trabalho com &gua tratada. Este dado merece

especial atencdo, sobretudo das autoridades sanitérias.

Palavras-chave: adenovirus humano, agua tratada, sequenciamento, gPCR.
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Introducéo

Tradicionalmente, coliformes e bactérias heterotréficas sdo utilizadas para atestar a qualidade
microbiol6gica da agua (Lee e Kim 2002). Todavia, ja se sabe que tais parametros ndo asseguram a
qualidade virol6gica da mesma (Le Guyader et al. 2000; Formiga-Cruz et al. 2003; Hsu et al. 2007).

Assim, os adenovirus humano (HAdVs), virus frequentes em dejetos humanos, tém sido
fortemente indicados como marcadores viroldgicos da qualidade de aguas tratadas e ndo tratadas (Wyn-
Jones et al. 2011; Silva et al. 2011a; Fongaro et al. 2013). Os HAdVs fazem parte da familia
Adenoviridae, género Mastadenovirus, que possui 57 diferentes sorotipos distribuidos em 7 espécies
(A-G) (King et al. 2011).

Com a incorporacdo de técnicas que permitiram a quantificacdo genémica com maior
sensibilidade e especificidade, tal como a Real Time PCR quantitativa (QPCR), e em razdo a pressao por
agua com seguranca microbioldgica (Albinana-Gimenez et al. 2009), os HAdVs vém sendo detectados e
quantificados com éxito em aguas tratadas de diferentes regides do mundo (Lambertini et al. 2008;
Albinana-Gimenez et al. 2009; Ryu et al. 2010).

Além da quantificagdo, € de suma importancia realizar a caracterizagdo molecular dos
sorotipos circulantes nas amostras de agua tratada, pois é base para estudos eco-epidemioldgicos, de
andlise de risco e tomada de decisfes em salide ambiental.

Geralmente, observa-se certa divergéncia entre os sorotipos de HAdVs detectados em
diferentes regifes. Lee e Kim (2002) encontram em aguas tratadas da Coréia os sorotipos 40, 41, 1,5 e
6. Ja van Heerden et al. (2005) detectaram em amostras de agua tratada da Alemanha os sorotipos 40,
41 e espécies D.

Estudos que realizam a caracterizagdo molecular de HAdVs detectados em agua tratada de
areas neotropicais sdo escassos e inexistentes na regido Centro-Oeste do Brasil, onde encontra-se o
bioma cerrado, um dos pontos quentes (hot spots) para a conservacdo da biodiversidade no mundo
(Myers et al. 2000). Nesta regido, Silva et al. (2010) detectaram adenovirus em &guas de rio e lagos da
cidade de Goiania, mas o monitoramento nao foi estendido para as aguas tratadas e nem realizado a
quantificagcdo dos sorotipos circulantes.

Assim, o objetivo deste estudo, foi de quantificar e caracterizar molecularmente os sorotipos de

HAdVs detectados no sistema de abastecimento de agua tratada da cidade Goiania, Goiés, Brasil.

Metodologia

Coleta e concentracdo das amostras

A Figura 1 demonstra um mapa do municipio de Goiania contemplando os 8 pontos de coleta
utilizados. Foram coletadas amostras em 4 reservatérios: Senac (R1), Serrinha (R2), Atlantico ( R3) e
Cristina (R4) com seus respectivos pontos na rede de distribuicdo de agua tratada (P1, P2, P3 e P4). Os
reservatorios recebem agua tratada de ciclo completo (coagulagdo, floculagdo, decantacgdo, filtracdo,
desinfecc¢do pelo cloro e correcdo do pH) e redistribuem esta dgua para os varios bairros da cidade. Os
pontos de distribuicdo utilizados foram os mesmos pontos monitorados pela empresa de Saneamento
Publico de Goias (Saneago/GO).
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As amostras foram coletadas durante o segundo semestre de 2012, nos meses de agosto a
novembro, totalizando 80 amostras, 10 amostras para cada reservatério e para seu respectivo ponto na
rede de distribuicéo.

Foram coletadas amostras de agua em galGes de polietileno com capacidade para 5 L
diretamente de torneiras na saida dos reservat6rios ou na chegada das residéncias (agua da rua). Todo o
procedimento de coleta e concentracdo das amostras foi realizado de acordo com Silva et al. (2010). O

concentrado foi armazenado a — 80 °C até uso.

Extracdo de DNA
Um volume de 200pL de concentrado foi utilizado para a extragdo de acidos nucléicos

utilizando o kit comercial QIAamp MinElute Virus Spin Kit (QIAGEN).

Quantificagdo do Genoma viral por PCR quantitativa (QPCR)

A gPCR foi realizada de acordo com Hernroth et al. (2002). As amostras de DNA foram
diluidas 1:10 para evitar inibicdes. Todas as reagdes foram feitas em triplicata, utilizando-se no minimo
quatro padrdes (diluicGes 1:10 de plasmideos pBR322 contendo parte do gene hexon) e &gua ultrapura
como controle ndo-alvo (NTC). Foi utilizado o aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) em todos os ensaios. O resultado adquirido em CG.mL™ foi definido com a média

dos dados obtidos.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os iniciadores utilizados foram inicialmente descritos por Allard et al. (2001). A PCR foi
realizada unicamente para as amostras positivas por gPCR. Para a reacdo com o par de iniciadores
hex1deg e hex2deg foi utilizado 5 pL. de DNA extraido em uma reag@o contendo 1x de tampédo (20 mM
Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCl), 200 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dTTP e dGTP ), 1,5 mM de
MgCly, 0,2 uM de cada iniciador e 0,25 U de Taq DNA Polimerase, para um volume final de 25 pL. O
programa de amplificacdo consistiu de desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 min seguido de 35 ciclos de 94
°C para desnaturacdo durante 30 seg, 55 °C para anelamento por 30 seg e 1 min a 72 °C para extens&o.
A extensdo final foi de 72 °C por 7 min.

Na segunda PCR (nested-PCR), 5 uL do produto da primeira PCR foram adicionados em uma
reag¢do mix para um volume final de 25 pL contendo 0,5 M de cada iniciador (nehexdeg3 e nehexdeg
4), 1x de tampdo (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCl), 100 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl, e
0,25 U de Tag DNA Polimerase. O programa de amplificacéo foi idéntico ao utilizado para a PCR.

Os controles positivo (DNA de HAdV-5) e negativo (dgua ultrapura) foram utilizados em todas
as reacfes. Os produtos amplificados de nested-PCR foram separados por eletroforese em gel agarose
1,5% (UltraPureTM Agarose, Invitrogen) durante 1h a 120 V e 70 mA e visualizados sob radiagdo UV.
Os amplicons que comparados com o peso molecular (100 pb DNA ladder, Invitrogen, Brazil) exibiam
~171 pb foram classificados como positivos. Os amplicons com concentragédo acima de 50 ng/Lforam
selecionados e purificados com o kit AxyPrep DNA Gel Extraction (AXYGEN) e armazenados a — 20
°C.
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Sequenciamento e caracterizagdo molecular

Foram selecionados 8 amplicons purificados, um para cada reservatério e ponto amostrado, e
diretamente sequenciados utilizando o kit DYEnamic ET - Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for
MegaBACE DNA Analysis Systems (GE Healthcare) de acordo com recomendacdes do fabricante. A
programacdo de ciclagem foi de 30 ciclos de 95 °C 20 seg, 55 °C 15 seg e 60 °C 1 min. Os iniciadores
da nested-PCR foram utilizados em uma concentracdo de 0,05 M por reagdo. Os amplicons foram
sequenciados nas duas direcOes da fita de DNA, utilizando o analisador automatico de DNA 3100 da
Applied Biosystems. A analise de base calling foi conduzida pelo software Sequencing Analysis da
Applied Biosystems.

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento foram comparadas com as sequéncias depositadas
no banco de dados do GenBank utilizando o programa BLAST, na sua versdao BLASTn, do NCBI (The

National Center for Biotechnology information, http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/). As 8 amostras de

amplicons sequenciadas foram alinhadas e editadas utilizando os softwares ClustalX2 (Thompson et al.,
1997) e BioEdit (Hall, 1999) respectivamente. Ap6s o alinhamento e edi¢do das sequéncias, uma matriz
de distancia genética entre estas amostras foi produzida utilizando o modelo evolutivo JC69 (Jukes e
Cantor 1969). A éarvore filogenética elucidativa da relacdo de semelhanca entre as amostras de
amplicons foi construida utilizando esta matriz de distancia genética com base na metodologia de
Neighbour-Joining. Foram utilizados 10.000 bootstraps para validar a confianga dos nds filogenéticos
produzidos. A diversidade nucleotidica foi estimada com base nos estimadores de diversidade
nucleotidica = (Nei e Li 1979) e 0 utilizando o software MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). A
visualizacdo  da  arvore  filogenética  foi  feita  utilizando o  software  FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

Resultados

No total, as analises de qPCR demonstraram que 52,5% (42/80) das amostras foram positivas
para 0 HAdV, correspondendo a 18,75 (15/80) e 33,75% (27/80) das amostras coletadas nos pontos e
reservatorios respectivamente (dados ndo mostrados). Analisando em separado, 76,6% (27/40) das
amostras dos reservatorios foram positivas, contra 37,5% (15/40) de positividade nos pontos da rede de
distribuicdo. Nos reservatdrios, a enumeracdo de CG.mL™ variou de 10°a 10° (média de 1,01 x 10°%), ja
nos pontos da rede de distribuicio de &gua, esta variagdo foi 10" a 10° (média de 3,42 x10"). Os
resultados das amostras positivas por g°PCR sdo mostrados na Tabela 1. Nos reservat6rios, com exce¢ao
de R2, o valor das CG.mL™ foram sempre elevadas. Contrariamente, comparado com os demais pontos
da rede de distribuic&o, o ponto do reservatério R2 (P2) apresentou o maior nimero de CG.mL™ (Tabela
1).

. Os resultados da analise BLASTn mostraram uma cobertura média de 72,50% dos amplicons
sequenciados em relacdo as amostras depositadas no banco de dados do NCBI. Em média, 91% dos
nucleotideos sequenciados apresentavam identidade com as amostras do banco de dados, o que
produziu um e-value médio de 4.10%%
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Todas as amostras sequenciadas apresentaram similaridade entre si, mostrando positividade
para o adenovirus humano espécie C. Dentre estas, foi possivel identificar que as amostras P3 e R4
correspondiam aos sorotipos 2 e 5, respectivamente.

As amostras apresentaram nivel de diversidade nucleotidica (1) mediano, com um ©t = 0.0842 e
um valor de 6 = 0.090. O numero de haplétipos identificado foi igual ao numero de sequéncias
amostradas, isto &, 8. Dentre os sitios analisados, 104 (24,18%) foram considerados sitios polimérficos e
40 sitios (9,30%) filogeneticamente informativos.

A distancia genética média entre as 8 sequénciasfoi de aproximadamente 0.070, mostrando
existir uma elevada similaridade genética entre as oito amostras coletadas nos diferentes sitios de coleta
(Tabela 2). A arvore filogenética, construida com base na metodologia de Neighbour-Joining (Figura 2),
mostrou a existéncia de dois grupos, ou seja, as oito amostras de amplicons podem ser claramente
estruturadas em dois subgrupos. Estes grupos ndo se referem aos locais de coleta especificos. O grupo
1, formado por cinco sequéncias, refere-se a trés amostras coletadas em pontos de abastecimento (P1,
P2 e P4) enquanto as outras duas foram coletadas em reservatérios (R2 e R3). O segundo grupo, foi
formado por trés amostras, duas delas coletadas em reservatdrios (R1 e R4) e outra coletada num ponto
de abastecimento (P3). E interessante perceber que as amostras identificadas como os sorotipos 2 e 5
formam um grupamento monofilético, indicando elevada semelhanga genética entre elas, mesmo que

tenham sido coletadas em pontos diferentes.

Discusséo

Em Goiania, as fontes primarias de abastecimento da cidade sédo o rio Meia Ponte e o Ribeirdo
Jodo Leite, responsaveis pelo abastecimento de cerca 48,0% e 52,0% da populacdo respectivamente.
Nestas fontes, um estudo sazonal realizado por Silva et al. (2010) detectou 47,60% e 55,50% de
amostras contaminadas com adenovirus no Ribeirdo Jodo Leite e rio Meia Ponte respectivamente. Estes
dados estdo em consondncia com os dados aqui obtidos, pois R1 e R2 recebem agua do Sistema Jodo
Leite, onde foram detectadas 8 amostras positivas, enquanto R3 e R4 do Sistema Meia Ponte, com 19
amostras positivas. Estes resultados inclusive podem ser extrapolados para 0s pontos na rede de
distribuic8o, pois foram detectadas 10 amostras positivas para P3+P4, contra 05 amostras positivas para
P1+P2. Assim, h4 uma maior contaminacdo das &guas por adenovirus nos reservatdrios e pontos do
Sistema Meia Ponte. Isso pode ter ocorrido em razdo do rio Meia Ponte sabidamente receber esgoto
clandestino antes da captacéo da agua para tratamento (Silva et al. 2010).

Os resultados obtidos sdo de suma importancia em saude puablica, pois mostram que ha
contaminacdo da &gua tratada da cidade de Goiania por HAdVs. Apesar da qPCR néo inferir
infecciosidade, muitos estudos relatam a deteccdo de HAdVs infecciosos em &guas tratadas de
diferentes regides do mundo (Rigotto et al. 2010; Dong et al. 2010; Calgua et al. 2011).

A deteccdo destes patdgenos € seriamente influenciada pela metodologia de concentragdo
(Silva et al. 2011b). Normalmente, o volume amostral utilizado para se concentrar adenovirus em agua
tratada varia de 10 a 1.500 L (Lambertini et al. 2008; Albinana-Gimenez et al. 2009; Dong et al. 2010),
sendo que, o volume de amostra utilizado neste estudo (5 L) foi a metade do volume utilizado por Silva

et al. (2010) utilizando a mesma metodologia de deteccdo em agua de rios e lagos da cidade de Goiania.
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Assim, era de se esperar que a positividade em aguas tratadas da cidade Goiania fosse menor, mas
contrariamente, isso ndo ocorreu.

Esse elevado nimero de amostras de agua positivas esta relacionado ao elevado grau de
contaminacdo das mesmas, que foi confirmado pela enumeracio em CG.mL™ (Tabela 1). As
quantificacdes de HAdVs em é4gua tratada de trabalhos correlatos relatam uma variacdo de 10° — 10°
CG.mL™ (Albinana-Gimenez et al. 2009; Lambertini et al. 2008, Fongaro et al. 2013). Em amostras de
rios e lagos varia de 10° a 10 CG.mL™ (Xagroraraki et al. 2007; Albinana-Gimenez et al. 2009; Calgua
et al. 2011; Fongaro et al. 2012). Os adenovirus sdo estaveis em meio ambiente, sendo o virus mais
prevalente em esgotos (Metcalf e Estes 1994; Parasidis et al. 2013) com média de 10° a 10° CG.mL™*
(He Jiang 2005; Muscillo et al. 2008). Assim, os dados aqui obtidos, demonstram que a média tanto dos
pontos da rede de distribuicdo quanto dos reservatdrios estdo muito acima dos valores detectados em
amostras ambientais sem tratamento. Entretanto, deve-se ressaltar que ocorreu uma grande variacdo nos
dados, sobretudo nas amostras oriunda dos R4, R3 e P2, onde a média global foi elevada pela
incorporacdo de amostras com alto valor em CG.mL™.

Ainda em relagio & média de CG.mL™, com excecdo de R2, a média dos demais reservatorios
foi sempre maior do que seus respectivos pontos na rede de distribuicdo. Além disso, a positividade
também foi maior nos reservatorios do que nos seus respectivos pontos na rede de distribuigdo (Tabela
1). Esta alta positividade nos reservatérios em detrimento dos pontos na rede de distribuicdo pode ser
explicada pelo efeito de diluigdo dos virus e degradagdo dos mesmos durante 0 percurso até as
residéncias, considerando o sistema como integrado, continuo e sem contaminagoes.

Apesar das limitagcdes da gPCR em mensurar infecciosidade, a gPCR pode ser indicada para
avaliar a remogdo dos virus em 4gua tratada (Albinana-Gimenez et al. 2009). Assim, deve-se questionar
o atual modelo de tratamento da &gua, que ndo foi capaz de remover eficientemente os HAdVs
presentes na &gua bruta captada para tratamento. Tal como afirma Koopmans et al. (2002), o atual
modelo de tratamento de &guas é ineficaz na remocéo e eliminagdo dos virus (Koopmans et al. 2002;
Bosch et al. 2008), sendo incapaz de fornecer 4gua ausente de virus (Bosch et al. 2008). A situacao se
torna ainda mais grave, pois no Brasil e demais paises neotropicais, ndo existem leis especificas que
asseguram a deteccdo e o monitoramento virologico da dgua de uso e consumo humano. Nos paises
industrializados, na vanguarda da virologia ambiental, estes patégenos sdo implicados com os principais
causadores das gastroenterites (Lopman et al. 2003).

Em relacdo a caracterizacdo molecular dos sorotipos de HAdV circulantes, todos os amplicons
sequenciados foram pertencentes a espécie C. Os HAdVs da espécie sdo conhecidos por causar
infeccBes respiratorias (Wold e Horwitz 2007). Os sorotipos 2 e 5 detectados sdo responsaveis por
desencadear faringites agudas e acometem principalmente criancas e recém-nascidos (Mena e Gerba
2008).

Os valores de bootstrap foram elevados, nenhum dado abaixo de 50% e isso indica a confianca
na arvore filogenética produzida (Figura 2), que apresenta dois grupos filogenéticos bem delimitados. O
Grupo 1 (amostras R2, R3, P1, P2 e P4) e o Grupo 2 (amostras R1, R4 e P3). Pela andlise da arvore,

existe um forte indicio de que as amostras P3 e R4 sejam respectivamente 0s sorotipos 2 e 5. As
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amostras presentes nos grupo 1 podem estar relacionadas com outros sorotipos diferentes dentro da
espécie C.

A maior ocorréncia de HAdVs da espécie C em &guas neotropicais € corroborada por
pesquisas desenvolvidas por Moresco et al. (2012) e Fongaro et al. (2013), que encontraram maior
prevaléncia de HAdV-2 em amostras de agua ambiental e tratada na regido sul do Brasil.
Contrariamente, uma maior ocorréncia dos sorotipos gastroentéricos (HAdV-40 e 41) sdo detectados em
aguas ambientais da América do Norte e da Europa (Chapron et al. 2000; Wyn-Jones et al. 2011).

Tanto os sorotipos respiratérios quanto os gastroentéricos podem ser isolados de aguas
ambientais (Mena e Gerba 2008). Entretanto, ainda sdo escassos os dados referentes a prevaléncia
destes patogenos, sobretudo em aguas tratadas de regides neotropicais. Assim, € necessario um
incremento de estudos nessa area, para que haja uma melhor compreensdo da dindmica dos HAdVs nas
diferentes matrizes de agua ao redor do mundo.

Na cidade de Goiania, de Freitas et al. (2010) relataram a ocorréncia clinica de HAdVs em
amostras diarreicas de criancas, demonstrando a presenga de HAdV-5 e dos sorotipos gastroentéricos
(HAdV40/41), que em razdo da natureza da amostra, foram os mais frequentes. De qualquer modo,
estes achados clinicos em associagdo com os dados aqui apresentados, mostram que a agua tratada pode
fornecer algum risco, sobretudo para a populacdo peditrica, e esta assertiva deve ser avaliada em
estudos futuros, acessando a infecciosidade viral e a anélise sazonal dos dados.

A pesquisa aqui realizada foi pontual, e uma melhor avaliacdo dos pontos amostrados deve ser
realizada, até mesmo porque os valores de CG.mL™ foram extremamente elevados. A deteccdo destes
patégenos ocorreu em um periodo chuvoso, em que hd maior percolagdo de matéria organica oriunda de
dejetos humanos e isso pode ter influenciado no elevado nimero de copias gendmicas. Além disso, as
encanacOes ao longo da rede de distribuicdo podem sofrer infiltragdes e contaminagdes exdgenas, as
quais ndo foram avaliadas.

E importante também considerar a alta taxa de replicagdo dos HAdVs nos individuos e sua
mutabilidade, haja vista que o favorecimento da frequente passagem desses virus pelos seus hospedeiros
pode gerar particulas virais mais patogénicas. Isto aumenta a necessidade do desenvolvimento de
eficientes metodologias de monitoramento, remocdo e inativagao de virus em &gua tratada, sobretudo no
atual contexto, com o aumento da populacdo de individuos mais susceptiveis, como idosos,
imunossuprimidos e imunodeprimidos.

Assim, os dados aqui apresentados podem oferecer contribuigdes importantes na compreensdo
da eco-epidemiologia das adenoviroses na regido central do Brasil, area de cerrado, e mesmo demais
patégenos de veiculagdo hidrica, assim como auxiliar em analise de risco e tomadas de decisdes na area

de saude.

Conclusao
Adenovirus humano C estdo presentes na dgua tratada da cidade de Goiénia. O modelo atual de
tratamento da agua é ineficaz na remocdo viral, sugerindo a implementa¢do do HAdV como marcador

viral para avaliacdo da remocao viral pds-tratamento da agua.
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Tabela 1 - Porcentagem de amostras positivas, média de CG.mL™ e SD de amostras coletas entre agosto

e novembro de 2012 na cidade de Goiania, Goias, Brasil (n = 80)

Ponto  Pos (%) CG.mL* SD
Reservatorios

R1 40,0 6,45 x 106 8,98 x 106
R2 40,0 5,81 x 100 8,21 x 100
R3 90,0 3,00 x 109 2,18 x 109
R4 100,0 1,04 x 109 2,00 x109
Total 76,6 1,01 x 109 1,05 x 109
Pontos da rede de distribuicdo

P1 30,0 9,70 x 104 5,04 x 105
P2 20,0 1,36 x 108 2,71 x 108
P3 30,0 7,14 x 105 1,01 x 106
P4 70,0 8,80 x 103 1,14 x 104
Total 37,5 3,42 x 107 6,81 x 107

R1, R2, R3 e R4: reservatdrios Senac, Serrinha, Atlantico e Cristina respectivamente. P1, P2, P3 e P4:
pontos abastecidos por agua dos reservatdrios Senac, Serrinha, Atlantico e Cristina respectivamente. SD

= Desvio Padréo; CG.mL™ = c6pias gendmicas por mililitro; Pos = amostras positivas.
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Tabela 2 - Matriz de distancia genética entre as amostras estimada pelo modelo evolutivo JC69.

R3 P4 P2 P3 R4 P1 R1 R2
R3_EU867453.1 0
P4_C_JX173084.1 0,056 O
P2_C JX173077.1 0,083 0,046 0
P3_2_EU867453.1 0,129 0,106 0,111 0
R4_5_AB330086.1 0,123 0,089 0,094 0,067 0
P1_C_JX173077.1 0,078 0,035 0,051 0,111 0083 0
R1_C_JX173084.1 0,14 0,111 0,106 0,078 0,083 0,094 0
R2_C_JX173084.1 0,03 0,056 0,083 0,129 0,123 0,08 014 0

R1, R2, R3 e R4: reservatorios Senac, Serrinha, Atlantico e Cristina respectivamente. P1, P2, P3 e P4:
pontos abastecidos por dgua dos reservatorios Senac, Serrinha, Atlantico e Cristina respectivamente.
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Figura 1 — Mapa do municipio de Goiania contemplando a localiza¢éo dos reservatérios e dos
seus respectivos pontos de coleta na rede de distribuicdo da agua. Coordenadas geograficas:
Res Senac 16°40728.82”S e 49°14’14.10”0; Res Serrinha 16°43'26.08”S e 49°15'53.69"0;
Res Cristina 16°38’36.03S” e 49°17'28.45”0; Res Atlantico 16°44'29.02”S e 49°18'27.49”0;
Ponto Senac 16°40°11.61’S e 49°13'11.05”0; Ponto Cristina 16°38'53.38"S e
49°15’34.83”0; Ponto Serrinha 16°43'08.13”"S e 49°16'16.30°0; Ponto Atlantico
16°42'46.80”S e 49°18'46.77°0. Goiania é a capital do estado de Goias, localizada na regiao
central do Brasil, area de cerrado. Atualmente, a cidade possui cerca de 1.393.579 habitantes
(IBGE, http://www.ibge.gov.br/cidadesat/index.php).
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Figura 2 — Arvore filogenética inferida pela anélise da regido do gene hexon de HAdV. A érvore
filogenética foi construida utilizando o método de Neighbour-Joining com 10.000 bootstraps, utilizando
o modelo evolutivo de Jukes-Cantor para calcular a distancia nucleotidica. H& dois grandes grupos
formados: Grupo 1 (amostras R2, R3, R4, P1, P2, P4) e Grupo 2 (amostras P3, R4 e R1).
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Resumo

Este estudo relata a contribuicdo do pH e da matéria organica (MO) na
infecciosidade e na recuperacéo de copias gendmicas de adenovirus humano
5 (HAdV-5) em aguas contaminadas artificialmente com solo tropical. Para tal,
também foi proposto o uso de uma equacao matematica baseada no grau de
floculacdo da argila para avaliar a taxa de recuperacado de CG totais nestes
ambientes simulados. Os dados obtidos indicam que a agua com sélidos
promoveu uma reducdo no numero de CG/mL e na infecciosidade viral. A MO
nao influenciou na taxa de recuperacdo das CG/mL (p>0,05), mas
proporcionou uma diminui¢cdo de 99% (2 logio) no valor de PFU/mL, indicativo
de que a infecciosidade e integridade génica foram medidas contrarias. Ha
uma tendéncia de que o pH &cido desfavoreca a inativacdo viral e que a
argila seja o principal elemento responsavel pela interagdo do HAdV-5.
Espera-se que estes dados possam auxiliar em estudos eco-epidemiol6gicos
e de inativacdo viral, ou mesmo, servir de parametro para estudos

relacionados a analise e ao tratamento da agua.

Palavras-chave: adenovirus humano, infecciosidade, gPCR, matéria
organica, pH
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INTRODUCAO

Os adenovirus humanos (HAdVs) pertencem a familia Adenoviridae,
género Mastadenovirus e compreendem 57 diferentes sorotipos distribuidos
em 7 espécies (A-G) (King et al., 2011). Sao icosaédricos, ndo envelopados e
DNA linear fita dupla (Enriquez 2002). Estes virus possuem grande
importdncia em saude publica (Silva et al., 2010), excretados via fezes, urina
ou excrecoes respiratérias (Metcalf & Estes, 1995; Jiang et al., 2001), podem
desencadear uma série de agravos a saude de pessoas infectadas. Como
exemplo, pode-se citar doencas do trato respiratorio superior (faringite e
amigdalite) e inferior (bronquiolite e pneumonia), conjuntivite, cistite e
gastroenterite (Mena & Gerba, 2008).

Os HAdVs séo estaveis em meio ambiente e resistentes aos
tratamentos da agua (Thompson et al., 2003), com especial resisténcia ao
tratamento com luz U.V. (Liden et al., 2007). Além disso, sdo prevalentes em
meio ambiente durante todo o ano (Katayama et al., 2008).

A deteccdo de HADV em agua de uso e consumo e humano é
realizada com sucesso tanto por meio de técnicas moleculares quanto pela
associagao destas com o cultivo celular (Wyn-Jones et al., 2011; Garcia et al.,
2012). Assim, os HAdVs séo indicados como biomarcadores virais no que diz
respeito a qualidade de aguas ambientais e de consumo humano (Wyn-Jones
et al., 2011, Silva et al., 2011).

Apesar deste avanco na deteccdo de HAdV em diferentes matrizes
aquaticas, faltam informacdes sobre a relacdo destes virus com os sélidos,
sedimentos ou sélidos suspensos nas aguas em que estes sdo detectados.

No que diz respeito ao comportamento de adsorcao viral em sélidos,
sabe-se que se trata de um processo extremamente complexo (Schijven &
Hassanizadeh, 2000), em que as variacées ocorrem até mesmo dentre cepas
de um mesmo tipo viral (Singh et al., 1986). Contrariamente, os estudos que
reportam o comportamento de adsorcdo viral em soélidos usualmente
empregam bacteriéfagos como modelos (Schijven & Hassanizadeh, 2000).
Estes estudos séo validos, mas somente como modelos de predi¢cédo, e nédo
podem inferir o real comportamento de permanéncia de virus infecciosos tais
como os HAdVs. Isso ocorre devido as variagbes do ponto isoelétrico (pl),

tamanho da particula viral, hidrofobicidade, proteinas expressas no capsideo
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(Schijven & Hassanizadeh, 2000), dentre outras que sequer foram
descobertas.

Os HAdVs sdo mais prevalentes do que norovirus, enterovirus, virus da
hepatite A e poliovirus humano em biossélidos (Wong et al., 2010). Fong et al.
(2010) detectaram 100% de amostras de esgoto e efluente infecciosas para
HAdV. Estes dados sugeriram que os soélidos da matriz podem ter um papel
crucial na integridade génica e na infecciosidade dos HAdVs.

A interacdo de HAdVs em solucdes de solo foi recentemente
analisada em dois estudos. No primeiro, Wong et al. (2012) investigaram a
influéncia de diferentes concentra¢des de ions inorganicos no comportamento
de agregacdo e deposicdo de HAdVs em solos arenosos. E no segundo,
Wong et al. (2013) avaliaram o papel do carbono organico na adsorcdo de
HAdVs. Estes dois estudos analisaram o0 comportamento de adsorgéao
utilizando PCR em Tempo Real Quantitativa (QPCR), mas nao avaliaram a
influéncia dos sdlidos e da matéria organica total na infecciosidade dos
HAdVs.

A gPCR é uma técnica altamente sensivel e capaz de detectar
pequeno numero de micro-organismos (Botes et al., 2013), mas utilizada
isoladamente, ndo € capaz de distinguir entre particulas virais infecciosas e
nao infecciosas. Além disso, as interacdes do virus com as particulas sélidas
podem levar a inativacdo viral pelo rompimento do capsideo viral com
consequente liberacdo do material genético (Schijven & Hassanizadeh, 2000),
gue pode ser guantificado via qPCR tanto como uma particula infecciosa
guanto ndo infecciosa. Assim, este estudo teve por objetivo: (i) avaliar a
infecciosidade e a recuperacéo de copias genbmicas de HAdV-5 em solucbes
simuladas com solidos tropicais e em condi¢cdes controladas de pH e
presenca de matéria organica, (ii) estabelecer uma equacao matematica para
avaliar a taxa de recuperacdo de coépias gendmicas virais em condicbes

simuladas com solos argilosos.

Materiais e métodos
Para a USEPA (2011) e Brasil (2005) o maximo aceitavel para
sélidos totais dissolvidos (STD) em aguas tratadas é respectivamente de 500

e 1000 mg/L, com o pH compreendido entre os intervalos de 6,0 a 9,5 (Brasil,
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2005) e 6,5 e 8,5 (USEPA, 2011). Assim, foram realizados experimentos que
simulavam os limites maximos de sélidos em aguas contaminadas por HAdV-
5. O pH foi outro parametro analisado, e foram utilizadas as referéncias de pH
6,0 e 8,0 (representativos da faixa de valores mais comumente monitorados

em aguas tratadas e ndo tratadas).

Caracterizacao e Preparo do solo

Foram coletadas amostras de solo na profundidade de até 15 cm de
uma area de vereda remanescente no municipio de Bela Vista do Goiés,
Estado de Goias, no Bioma Cerrado (S17° 00’ W48° 47’). O solo foi submetido
a secagem lenta ao ar (TFSA) seguido por peneiramento com malha de 2 mm
de porosidade e retirada de restos vegetais em excesso com o auxilio de
uma pinga e lupa.

O solo foi subdividido em duas partes: (i) solo com matéria organica
(CMO) e (ii) solo sem matéria organica (SMO), este ultimo tratado com
peroxido de hidrogénio (Whittig & Allardice, 1986) e posteriormente
autoclavado por trés vezes a 121 °C e 0,105 Mpa por 3 h com intervalos de
24 h (Zhao et al., 2008). Para garantir a maxima homogeneidade da matriz, os
solos foram macerados e acondicionados em temperatura ambiente. A
analise fisico-quimica e instrumental das amostras de solo CMO e SMO é
mostrada na Tabela 1.

A fragéo argila foi determinada por Difragdo de Raio-x (DR-X). As
fracOes silte, argila (fracdo argila desferrificada e saturadas com K, Mg, Mg +
glicerol, K+ 350 °C e K + 550 °C) e areia também foram separadas na
realizacdo do DR-X. O preparo e a caracterizacdo da amostra por DR-X foram
realizados de acordo com Whittig et al. (1986) e Resende et al. (2005). Na
Figura 1 € mostrado o difratograma gerado pelo DR-X.

Preparo do inoculo viral

Células A549 foram cultivadas em garrafas de cultivo celular (75 cm?)
contendo meio Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DEMEM Alta Glicose 1x)
suplementado com 10% de SFB e PSA 1% (penicilina G, estreptomicina e
anfoterincina B nas concentragées finais de 100 U.mL™ 100 pg.mL-! e 0,25

pg.mL? respectivamente). As células foram infectadas com adenovirus
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humano 5 (espécie C, sorotipo 5 — HadV-5) e cultivadas em estufa de CO,
5% a 37 °C até a visualizacdo ao microscépio invertido de efeito citopéatico. O
tapete celular foi congelado e descongeladas trés vezes e os debris celulares
removidos por centrifugacdo a 5.000 rpm a 4 °C por 10 min. O inoculo viral

consistia de aliquotas de 1 mL do sobrenadante.

Inoculacédo dos HAdVs

A Figura 2 mostra o desenho experimental do estudo. A metodologia
consistiu em adicionar separadamente 5, 25 e 50 mg de solo CMO e SMO em
tubos de polipropileno estéreis de 50 mL e acrescentar 40 mL de &gua
ultrapura, seguido de breve agitacdo manualmente para obter os sélidos
suspensos e sedimentados.

O pH das solucdes de agua com sedimento foram ajustados para 6,0
e 8,0 (um pH diferente para cada tipo e concentragao de solo) utilizando HCI
0,1 M. Em seguida, foi adicionado 1 mL de aliquota viral e o volume
completado para 50 mL com agua ultrapura, obtendo-se respectivamente as
concentragfes de 100, 500 e 1000 mg/L de sélidos totais. Foi utilizando um
controle (0 mg/L) para cada pH, no qual foi adicionado apenas a aliquota viral
em um volume final de 50 mL de agua ultrapura. O tubo controle foi
processado da mesma forma que os demais tubos dos tratamentos. O mesmo
experimento processado para o solo CMO foi simultaneamente realizado com
o0 solo SMO. Todas as concentragcdes foram processadas a0 menos em
réplica, com a repeticdo do experimento em triplicata.

Os tubos contendo as solucBes de virus com sedimentos foram
agitados a 150 rpm durante 1 h em uma temperatura de 24 °C. Foi escolhido
este periodo de interacdo entre o0s virus e as particulas soélidas pois Schijven
e Hassanizadeh (2000) demonstraram que entre 1 e 2 horas ha um equilibrio
entre adsorcdo e desadsorcdo de virus em suspensdes liquidas, com uma
taxa de decaimento estavel entre estes dois periodos. Ja Gantzer et al. (1994)
reportou um tempo de equilibrio de 30 min em experimentos em série (batch
experiments). Pos-periodo de agitagdo, os tubos permaneceram em repouso
por 1 h a temperatura de 24 °C para a precipitacdo dos soélidos sedimentaveis.

Ocorreu a formagéo duas fases nitidas: (i) o sobrenadante e (i) o

sedimento. Aliquotas de 200 pL do sobrenadante de cada tubo foram colhidas
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e estocadas a — 80 °C até processamento. O sobrenadante remanescente
dos tubos foi retirado e deixado apenas o pellet representativo do material
sedimentavel, ao qual foi imediatamente acrescido 2 mL de tampdo ASL
proveniente do kit QlAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) e seguido as demais
instrucbes do fabricante para extracdo de &cidos nucléicos. As aliquotas de
200 pL do sobrenadante também tiveram os acidos nucléicos extraidos com a
utilizacdo do mesmo kit. Todas as amostras extraidas foram imediatamente

armazenadas em freezer -80 °C.

Enumeracéo por PCR em tempo real quantitativa (QPCR)

As amostras de DNA foram diluidas na proporcdo 1:10 para evitar
inibicbes e a PCR quantitativa realizada como descrita por Hernroth et al.
(2002). Todas as amplificacbes foram feitas em duplicata no aparelho
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando
como padrao o plasmideo pBR322 contendo parte do gene hexon, gerando
uma curva padrao (R > 0.98). Os resultados foram analisados para mensurar
a quantidade de CG/mL de HAdV-5 na agua e no sedimento, e comparou-se
estes com os resultados no CA.

Utilizou-se os resultados em CG/mL na estruturacdo de uma
sequéncia de equacdes matematicas que inferem o numero total de
recuperacao de copias gendmicas em relacdo a concentracao de argila tanto
em suspensao — simulando os sélidos suspensos em aguas tratadas — quanto
no precipitado — para simular os soélidos que podem ser sedimentados no
decorrer do transporte de &gua pelos canos ou recipientes de
armazenamento. Para o ensaio teste (TA) de todos os tratamentos, 0 nUmero
total de copias genémicas de HAdVs permanente no sobrenadante (Nsyp) € no
precipitado (Nyrec) foi calculado respectivamente, de acordo com as seguintes

equacoes:

Newp = “((Clay% X ch3)/100) X Floc

x CG /mLN (01)
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(chs X Clay%/l()()) % Floc

Nprec = N(chﬂ - X CG/mL]N (02)

Onde V, Clayy e Floc representam, respectivamente, o volume do
sedimento (cm®) no tubo, o teor de argila (%) da matriz e o grau de floculacéo
da mesma. O volume estabelece uma relagdo direta entre massa (g) e
densidade (g/cm®), onde 1 cm® equivale a um mililitro. O teor de argila é
encontrado laboratorialmente pela andlise textural do solo, e o grau de
floculacdo € a relacdo entre a argila naturalmente dispersa e a total, obtida
apos a disperséo (Tabela 1).

O numero total de CG no ensaio teste (Ni) foi obtido, compilando as
equacdes 1 e 2, e gerando a equacao 3 abaixo:

Nea = (Noup + Nprec) (03)

E a taxa total de recuperacédo (R;) em CG foi calculada pela a equacéo
matematica 4:

Ry = [F4tal] x 100 (04)

T (%
Onde, N, corresponde ao numero total de CG no CA. A equacgéo 04

pode ser reescrita pela seguinte equagao:

Re oy =
( )
Nca—ﬁ <(Clay%x ch3)/100>><Floc] X CG/mL |+ (ch3)—|:<(vcm3x Clay%)/wo)xnoc] x CG/mLN
Ne »x 100
\ J
(05)

Ensaio citotoxico

Células A549 foram propagadas em placas de cultivo celular de 24
cavidades, na concentracdo de 1,5 x 10° células por pogo contendo DEMEM
1x com 5% de SFB e 1% de PSA e reservadas.
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Aliguotas do sobrenadante CMO foram tratadas com PSA 2% e
diluidas em MEM 1x, nas seguintes proporcdes: 1:2 até 1:7. Em seguida, um
inoculo de 100ul de cada uma das diluicbes, em tréplica, foi colocado em
contato com as células propagadas durante 1h, a 37°C em atmosfera de CO,
5% e agitacdo uniforme a cada 15 min. Posteriormente, o inoculo foi removido
e 1 mL de DEMEM 1x, contendo respectivamente 1% de PSA e SFB foi
adicionado as células, trés controles celulares foram mantidos e estes
continham apenas células e meio de manutencéo. As placas foram incubadas
a 37°C, em atmosfera 5% de CO, e a monocamada celular foi monitorada nos
periodos de 24, 48, 72 e 96 h. Células que continham amostras testes
inoculadas foram comparadas com os controles celulares em microscopio
invertido. Sequencialmente, as células foram fixadas e coradas com preto de
naftaleno (0,1% preto de naftaleno, 5% &cido acético, pH 2,3-2,4). O tapete
celular corado foi analisado e a primeira diluicdo ndo citotoxica foi instituida

para uso em todos os demais ensaios.

Enumeracéo de HAdV pelo Ensaio de Placa de Lise

Para inferir a presenca de HAdVs infecciosos, amostras em tréplica do
sobrenadante de todos os tratamentos, incluso os controles celulares, foram
tratadas com PSA 1%. Aliquotas de 250 pL (na diluigdo nao citotoxica 1:6)
foram inoculadas em placas de 6 cavidades contendo monocamada
confluente de células A549 para analise em placa de lise, como descrito por
Cromeans et al. (2008) e adaptado por Rigotto et al. (2011). Resumidamente,
as células foram incubadas por 1 h a 37 °C com agitacdo uniforme a cada 15
min. Em seguida, o inoculo foi removido e a monocamada lavada 2x com PBS
pH 7,2. Adicionou-se em cada cavidade 2,5 mL de uma mistura contendo 0,6
% de Bacto-agar (previamente aquecido), em uma propor¢cdo 1:1 com
DEMEM 2x alta glicose contendo 4% de SFB, 0.1mM de piruvato de sodio,
2% de PSA e MgCl, a 25 mM. As placas foram incubadas a 37°C em
atmosfera de CO,-5% por sete dias e as repeticbes experimentais realizadas
ao menos em duplicata.

Foi calculado o niumero de unidades formadoras de placa por mililitro
(PFU/mL) para HAdV-5 infeccioso de todos os sobrenadantes. Tendo o CA

como referéncia padrao, foi calculado a perda de HAdV-5 (diferenca entre CA
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e TA) e posteriormente a porcentagem de perda. Os adenovirus perdidos
foram tidos como interagindo com o sedimento (forma infecciosa ou nao
infecciosa: com o capsideo integro ou na forma de DNA livre) ou presentes no
sobrenadante na forma nao infecciosa.

Para analisar o limite de sensibilidade na matriz, foram feitas diluicbes
seriadas na base 10 do sobrenadante de todas as amostras (incluso os

ensaios controles) e realizada a analise em placa de lise.

Analise Estatistica

O programa Microsoft® Excel 2007 foi usado para a tabulacdo dos
dados e a andlise estatistica foi realizada pelo programa SPSS® for
Windows®, versao 16.0.

Para avaliar a infecciosidade e o numero de cépias gendmicas em
relacdo as variaveis concentracdo de solidos, pH e presenca ou auséncia de
MO entre os tratamentos e entre estes e 0 ensaio controle, foi utilizado o teste
u Mann-Whitney. Foi utilizado como nivel de significancia o valor de 5%
(p<0,05).

Resultados

A avaliacdo da recuperacdo de coOpias gendmicas foi realizada pela
comparacdo dos resultados de gPCR obtidos em CG/mL , entre os
tratamentos (ensaios testes - TA), e entre estes e 0 ensaio controle (CA). A
média de CG/mL tanto em pH 6,0 quanto 8,0 foi de 4,75 x 10 (dados n&o
mostrados), e indicou que a variacdo do pH né&o influenciou nas taxas de
recuperacao das copias genémicas dos CA.

A presenca ou auséncia de MO ndo foi uma variavel estatisticamente
significante (p>0,05) para apontar variagdes na enumeracdo em CG/mL de
HAdV-5 tanto no sobrenadante quanto no sedimento dos TA (Tabelas 2 e 3).

Na comparacdo das médias em CG/mL do sobrenadante e do
sedimento dos diferentes tratamentos com o resultado do CA, observou-se
uma diferenca estatistica significativa (p<0,001). Isso significa que, a agua
com solidos, nas condicbes aqui estabelecidas, promoveu a reducdo no
namero de CG/mL tanto no sobrenadante quanto no sedimento de todos 0s

tratamentos. Apesar disso, a taxa de recuperacdo em CG/mL tanto no
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sobrenadante quanto no sedimente ficaram sempre acima de 99% quando
comparado os ensaios TA e AC (dados ndo mostrados). Um alto valor Rr
(99,8%) também foi obtido com o uso da equacdo matematica (Tabela 4). A
Rr utilizando a equagdo matematica foi extremamente elevada tanto no pH
6,0 quanto 8,0 (Tabela 4), e ndo ocorreu diferenca estatisticamente
significante entre as diferentes taxas de recuperacdo dos tratamentos
avaliados (p>0,05).

Além disso, o sedimento de cada tratamento concentrou maior nimero
de CG/mL do que o sobrenadante destes (Tabelas 2 e 3). Ou seja, 0s virus,
ou mesmo o DNA livre estdo de alguma forma interagindo melhor com os
sélidos sedimentaveis do que 0s em suspensao.

O pH nao foi uma variavel estatisticamente significativa (p>0,05) para
atestar diferencas na enumeracédo de CG/mL entre os tratamentos CMO e
SMO (Tabelas 2 e 3). Por outro lado, ocorreu variagdo entre os tratamentos
SMO pH 8,0 (p>0,028) (dados nao mostrados).

Em relacdo a participagdo da microbiota autoctone do solo, uma
possivel participacdo desta pode ser inferida, haja vista que o solo SMO foi
esterilizado (sem microbiota autéctone). Assim, como ndo ocorreu variagdo no
numero de CG/mL entre os diferentes tratamentos CMO e SMO (Tabelas 2 e
3), uma possivel participacdo desta microbiota na recuperacdo das copias
gendmicas foi descartada.

A enumeragdo de HAdV-5 infecciosos no sobrenadante e a
porcentagem de perda é mostrada na Figura 3. O valor médio em PFU/mL
mensurado nos CA pH 6,0 e 8,0 foram respectivamente de 3,0 x 10° e 1,0 x
10®. Estes valores iniciais, quando comparados com os valores dos ensaios
testes, indicam que a presenca de solidos teve efeito inativamente sobre o
HAdV-5 (p<0,001), com uma tendéncia de que, quanto menor a concentracao
de sélido, maior a enumeracédo de virus infecciosos no sobrenadante (Figura
3).

Assim, com excecdo das amostras pH 6,0 na concentracdo de 100
mg/L (log de 10°), todas as demais amostras CMO apds tratamento estavam
no log de 10° (Figura 3). A MO proporcionou um incremento de ~2 log1o (99%)
na perda da infecciosidade viral, quando comparado as médias dos
tratamentos CMO e SMO.
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Os tratamentos SMO foram menos prejudiciais ao virus (diminuicdo de
1 a 3 logjp na infecciosidade) do que os tratamentos CMO (diminuicéo de 3 a
4 logio). Ademais, foi observado que o pH 6,0 nao influenciou na enumeracao
de virus infecciosos no sobrenadante ou na taxa de perda em PFU/mL entre
os tratamentos CMO e SMO (p 0,082). Por outro lado, no pH 8,0 foram
observadas variagcdes tanto na recuperagdo quanto na taxa de perda (p
0,003). Além disso, o pH 6,0 demonstrou uma menor taxa de perda em
PFU/mL (Figura 3).

A Tabela 4 mostra a enumeracéo total de copias genémicas de HAdV-5
nos ensaios testes utilizando o modelo matematico aqui desenvolvido. Com
os dados obtidos, foi demonstrado que no pH 8,0 ocorreu uma diferenca
estatisticamente significante entre 0 Ny dos tratamentos CMO e SMO (p
0,001), sendo que, nos tratamentos CMO foi observado uma maior
guantidade de CG totais. No pH 6,0 o quantitativo de CG também foi maior
nos tratamentos CMO respectivamente para Nsyp (p 0,045), Nprec (p 0,003) e
N (p 0,004) (Tabela 4).
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Discusséao
Enumeracéo viral

A alta taxa de recuperagcdo em CG/mL ou CG totais entre os
tratamentos SMO e CMO (Tabelas 2,3 e 4) foi um forte indicativo de que a
presenca ou auséncia de MO nédo foi um parametro que influenciou na
recuperacdo de copias genbmicas, possivelmente n&o interferindo na
integridade génica. Este resultado confirma a alta estabilidade do genoma de
adenovirus em amostras de esgoto (Bofill-Mas et al.,, 2006) e a sua
resisténcia a luz U.V. (Gerba et al., 2002).

Wong et al. (2013) relataram um aumento no numero de copias
gendmicas de adenovirus na fase liquida ao se adicionar acido hiumico. Como
acidos humicos fazem parte da composicao da matéria organica, este dado é
contrario ao encontrado aqui. Os resultados obtidos sugerem que a MO (nao
dissolvida ou dissolvida) enfraquece a ligacdo eletrostatica entre soélidos e os
virus (Kimura et al.,, 2008). Como a maior parte da matéria organica
normalmente se encontra dissolvida, isso pode ter favorecido para que um
maior numero de CG/mL fosse encontrado no sedimento de todos os
tratamentos. Os dados aqui apresentados sdo corroborados pelo estudo
realizado por Yoshimoto et al. (2012), que demonstraram uma correlacao
negativa entre a adsorcao viral e MO em solos. Ademais, o0 DNA livre também
€ pobremente adsorvido a matéria organica de solos (Saeki & Sakai, 2009).

Em relacdo a infecciosidade, os sélidos foram altamente prejudiciais ao
HAdV-5 e apesar da menor concentracdo de soélidos indicar uma maior
enumeracao de virus infecciosos, sobretudo quando se analisa o tratamento
SMO pH 6,0 (Figura 3), esta inferéncia necessita de avaliagdes futuras.
Concomitantemente, a MO favoreceu ainda mais na perda da infecciosidade
viral (Figura 3). Isso ocorreu porque a associacdo do virus com a matéria
organica inativa os virus (Gerba et al., 1984). O virion em contato com a
matéria organica deixou de ser infeccioso, mesmo mantendo a integridade do
capsideo, e ndo obstante, a particula viral pode ter sido lisada, com
consequente liberacdo do material genético ao meio (Schijven &

Hassanizadeh, 2000). Desta forma, a qPCR pode ter enumerado tanto virus
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infecciosos como nao infecciosos e mesmo material genético em suspensao
ou adsorvido aos solidos.

Recentemente, Wong et al. (2012) analisaram a adsorcdo de HAdV-2
em areia com diferentes concentracfes de sal utilizando apenas a gPCR,
nestes estudo, € provavel que uma parcela dos HAdV-2 detectados ndo eram
infecciosos, mesmo mantendo a integridade do capsideo, ademais o DNA
pode ter sido liberado em solucéo. Esta situacéo foi demonstrada pelo estudo
realizado por Fongaro et al. (2013) que avaliou a integridade do capsideo viral
em fontes de agua da cidade de Floriandpolis, Brasil, pela adicdo de DNAse.
Segundo Fongaro et al. (2013), apés o ensaio de DNAse foi possivel
mensurar HAdVs integros, mas isso ndo garantiu que 0S mesmos eram
infecciosos e por isso o0 ensaio de ICC-RT-gPCR foi realizado, podendo-se
assim acessar virus em replicacdo (pela quantificacdo de mRNA). Desta
forma, no presente estudo, a gPCR foi utilizada unicamente para avaliar a
taxa de recuperacdo em coépias gendmicas entre os diferentes tratamentos
com solidos e pH.

Em condi¢gbes normais, 1 logip de PFU/mL corresponde a 3 logio de
CG/mL (Fongaro et al., 2013). Nos dados aqui obtidos, a diferenca entre os
resultados em CG/mL no sobrenadante dos ensaios testes com o valor obtido
em PFU/mL foi superior a 10 logi, de diferenca. Esta redugdo foi
extremamente alta, indicando que a integridade génica e a infecciosidade
foram parametros inversamente proporcionais. Estes achados sao
condizentes aos resultados obtidos por Vijayavel et al. (2010), que
demonstraram que a reducdo da infecciosidade ndo necessariamente
coincide com a reducédo na quantificacdo do genoma viral de HAdVs.

Além disso, a MO agiu de forma a proporcionar uma expressiva
reducdo na infecciosidade viral, é possivelmente umas das razfes pelo qual
Horswell et al. (2010) encontraram minima sobrevivéncia de HAdVs em
amostras contendo solugdo de esgoto e solo.

Em relacéo ao estudo do pH, no sedimento do tratamento SMO pH 8,0,
nao foi possivel estabelecer qual fator provocou a diferenca estatistica
observada no numero de CG/mL entre os tratamentos. Sugere-se que as
interacbes dos HAdV-5 neste pH tenham se tornado mais instaveis,

contribuindo na variagdo do numero de CG/mL (Gerba et al., 1984).
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Em comparagdo com os demais ensaios, 0s virus ficaram em maior
guantidade no sobrenadante dos TA pH 6,0. Isso provavelmente aconteceu
porque o pH acido conferiu um efeito protetor ao virus, e ndo porque havia
uma maior quantidade de virus interagindo no sedimento destes tratamentos,
ja que ndo ocorreu diferenca na enumeracdo de CG/mL entre os sedimentos
dos tratamento analisados (p>0,05). Segundo Kovac et al. (20120) o pH acido
protege o HAdV da inativacéo. Isso ocorre porque a estabilidade do capsideo
do adenovirus 5 é significativamente aumentada com a diminuicdo do pH
(Rexroad et al., 2005). Este resultado, pode explicar o maior valor de PFU/mL
obtidos nos tratamentos em pH &cido.

Interacdo com a matriz

O solo € uma matriz extremamente complexa (Saeki & Sakai, 2009),
gue sofre variacdo de varios fatores, tais como concentracdo de areia, silte,
argila, e diferentes compostos de matéria organica, pH, metal, 6xidos e todos
estes podem afetar de alguma forma na infecciosidde viral (Zhao et al., 2008).
Assim, a caracterizacao desta matriz € de suma importancia nos estudos que
de alguma forma utilizam esta matriz, o que foi contemplado neste estudo.

Aqui, o resultado do PCZ demonstrou que os sélidos suspensos ou
sedimentaveis possuem carga acida. Como o HAdV-5 com pl de 4,5 (Trilisky
& Lenhoff, 2007) é negativo nestas condicbes de pH, e o DNA suspenso
também é negativo, muito provavelmente, o HAdV-5 interagiu com os sélidos
por meio de ligacdes hidrofébicas ou pontes de van der Waals. Segundo
Bales et al. (1991), as ligacfes hidrofébicas representam o tipo de interacéo
mais importante para explicar a adsorcdo de virus em sdlidos. As interacdes
podem ser entre o virus ou 0 DNA com a prépria matéria organica, que possui
grupos hidrofébicos (Schijven and Hassanizadeh, 2000) ou com éxidos.

Assim, os virus podem ter interagindo com os 6xidos de aluminio,
silicio, titanio, potassio e ferro (Tabela 1). A participacdo dos mesmos néo foi
avaliada, mas podem também contribuir para os mecanismos de inativacao
viral (Zhao et al., 2008; Zhang et al., 2010). Sugere-se que a argila contribua
acentuadamente para as interacfes dos HAdV-5 com os sdlidos. A argila

normalmente possui carga heterogénea de distribuicdo, com pontos contendo
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carga negativa e positiva (Schijven and Hassanizadeh, 2000; Kimura et al.,
2008) e isso facilita as interagdes virais.

Equacdo matematica

A equacdo matematica proposta foi desenvolvida para a quantificacéo
total de virus em solucdes artificialmente contaminadas com sélidos contendo
argila em sua constituicdo mineraldgica, e que nao foram centrifugadas para a
precipitacdo da mesma. Esta € a primeira equacdo matemética que
considerou a argila como sendo a principal fonte de interacdo dos virus com
sélidos tropicais.

No material sedimentado nos TA havia basicamente trés constituintes:
areia, silte e argila ndo floculada. A areia é formada predominantemente por
guartzo, que assim como o silte, ndo apresentam carga (Klute & Lee, 1994).
Dessa forma, o que se propbe € que 0s virus interagem com 0 precipitado
pela presenca da argila e quicd auxiliado por 6xidos de ferro, aluminio e
tithnio, ou mesmo alguns tracos de matéria organica. Mas pelos resultados
apresentados, a MO néo teve um papel primordial nesta interacdo, caso
contrario, a maior parte das cOpias gendmicas, ou mesmos dos virus
infecciosos, seriam detectados no sobrenadante, onde havia maior
guantidade de MO.

A equacgdo matemética desenvolvida considerou o grau de floculacdo
da argila, que esta dispersa em sua forma mais reativa no sobrenadante, mas
em maior gquantidade no precipitado. As argilas promovem fortes ligacoes, e
pode inibir a inativagdo quando os virus estdo adsorvidos na mesma (Schijven
& Hassanizadeh, 2000). Segundo Gantzer et al. (1994), a inativacao de
poliovirus foi insignificante em dgua do mar com concentracdes de 3-15 mg/L
de montmorilonita. Todavia, em uma concentracdo de 500 mg/L a inativacao
viral foi significante.

O solo aqui utilizado é predominante argiloso, composto de caolinita,
gibsita e vermiculita (Figura 1). Babich e Stotzky (1980) estudando a
inativagcdo de fago por argila mensurou uma ordem de inativacdo na qual
seria, da maior para a menor inativacdo: atapalgita, vermiculita,
montmorilonita e caolinita. Como a MO nao influenciou na enumeracéo das

CG/mL, e como a argila é altamente abundante e reativa, foi concluido que as
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perdas em cépia gendmicas ocorreram pela presenca da argila. Como a
integridade génica foi comprometida (menor taxa de recuperacdo de copias
genbmicas), a argila também interferiu na infecciosidade, mas nao foi possivel
mensurar o grau de contribuicao.

Os resultados indicam que o grau de recuperacdo das copias
gendmicas totais foi parecido com o obtido pela analise em CG/mL, e que
realmente, a argila tem um papel chave na interacdo do HAdV-5. Contudo,
contrariamente ao que foi exposto com os resultados de gPCR em CG/mL,
ocorreu um aumento no incremento de HAdV-5 (CG) quando na presenca de
MO no Ntz do pH 8,0, € N0 Nsyp, Nprec € Cia do pH 6,0. Todavia, quando se
analisou a taxa de recuperacao (R;) tanto para o pH 6,0 quanto 8,0, ndo
observou-se diferenca estatisticamente significante no grau de recuperacao (p
0,110 e 0,287 respectivamente para pH 6,0 e 8,0). E por isso, sera
considerado que todos os testes foram iguais e ndo ocorreu intervencao de
nenhum parametro analisado. A equacdo matematica desenvolvida € passivel
de uso na avaliacdo da recuperacdo de CG virais em ambientes simulados
com solos, mas como o foco do modelo matematico nédo é a respeito da MO,
e sim sobre a argila, pode ser que este seja um viés, e mereca ser melhor
avaliado em futuros estudos com o emprego desta equacao.

Os resultados obtidos diferem dos resultados classicos com
bacteri6fagos e demais virus. Isso ja era esperado, pois a adsorcao viral é
altamente dependente do tipo viral (Kimura et al., 2008). Além disso, varricdes
podem ocorrer até mesmo dentro de uma mesma espécie. Hartmann et al.
(2012) analisaram a estabilidade de diferentes sorotipos de HAdVs durante 4
semanas a 4 °C e comprovaram gue 0s sorotipos 1, 2, 11, 22 e 41 possuem
maior estabilidade génica do que o HAdV-5. Outro fator que pode
comprometer as varricdes em uma mesma espécie € o tamanho do genoma.
Segundo Kennedy & Parks (2009) ha uma relacéo direta entre estabilidade da
particula viral e tamanha do genoma, em gue virus com maior genoma Sao

mais estaveis e resistentes.
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Aplicagdo Ambiental

Este estudo é pioneiro no que diz respeito a participacdo do pH e da
MO na avaliacdo da recuperacao de copias gendémicas e da infecciosidade de
HAdV-5 em solucbes contendo sélidos.

Os HadVs séo virus de grande importancia em saude publica (SILVA et
al., 2010), trés vezes inseridos na Lista de Candidatos Contaminantes da
USEPA (2013) e promissor bioindicador viral de qualidade da agua. Devido a
pressao por agua com maior seguranca microbiolégica (Albinana-Gimenez et
al., 2009), o estudo das caracteristicas fisico-quimicas que podem afetar a
infecciosidade ou mesmo a integridade génica destes patdgenos é de grande
valia, sobretudo porque o monitoramento deste patdgeno é extensamente
realizado pela pesquisa de seu material genético.

Assim, o0s resultados obtidos neste estudo podem auxiliar em
investigacbes eco-epidemiolégicos ou servir de parametro para pesquisas
relacionadas com a analise e o tratamento da agua. Estes virus podem
sobreviver suspensos em agua, e apesar de se ligarem eficientemente aos
sélidos, esta interacdo ndo necessariamente os protege, apesar do importante
papel do pH aqui demonstrado.

Como as amostras de agua geralmente possuem baixos niveis de
sélidos dissolvidos, com pH por volta de 6,0 - estes virus podem ser
potencialmente mais patogénicos nestas aguas do que em aguas ambientais,
contrariando algumas pesquisas realizadas com bacteriéfagos (Straub et al.,
1992; Hussein et al., 1994).
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Tabela 1 — Analise fisico-quimica e instrumental das amostras de solo com
matéria (CMO) organica e sem matéria organica (SMO)

Andlise Unidade CMO SMO
Matéria Organica dag.dm™ 3,07 ND
(MO)*

Aluminio (Al)° % (wt) 42,06 41,72
Silicio (Si)° % (wt) 47,72 46,70
K (Potassio)° % (wt) 0,69 0,47
Ti (Titanico) % (Wt) 254 1,97
Fe (Ferro)® % (wt) 11,99 9,14
Ferro — Feg° akgt 131,1 20,2
Ferro — Fe,? akgt 40 3,0
Areia® dag.dm™ 36,79 ND
Silte® dag.dm™ 242 ND
Argila® dag.dm™ 39 ND
Grau de Floculacdo' % 27 ND
Ponto de Carga Zero (P * 541 4,20
Densidade” * 1,60 ND

a Determinacgao por calcinagao (Brasil, 1988).

B Espectroscopia de energia dispersiva utilizando o microscépio eletrénico de
varredura (dados semi-quantitativos).

C Concentracdo de ferro na fracdo argila pelo método de oxalato (Whitting et
al.,1986).

D Concentracdo de ferro na fracdo argila pelo método de ditionito (Whitting et
al.,1986).

E Dispersao total (Método da Pipeta) (Embrapa, 1997).

F Relacéo argila dispersa naturalmente e argila total (Vettori et al., 1969, Embrapa,
1997).

G PCZ- Método da titulacao potenciométrica (Embrapa, 2007).

H Densidade de particulas (Embrapa, 2007).

* Adimensional.
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Figura 1 — Analise de DR-X mostrado a sobreposicdo dos difratogramas do solo
CMO e SMO. Presenca de argila do tipo 1:1 (caulinita), bem como de argilas 2:1
(vermiculita e ilita). Esta composicéo oferece indicios sobre o grau de intemperismo
do solo, sobretudo pela presenca da caulinita e da gibsita — argilas presentes em
solos intemperizados.
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@ ,@- solo
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14 [1100 mg/mL x 2 pHs (6.0 and 8.0) x 2 tipo de solo (CMO and SMOQ) = 4 (TA)
E=S . _
ﬁ tratamento [1500 mg/mL x 2 pHs (6.0 and 8.0) x 2 tipo de solo (CMO and SMQ) = 4 (TA)
[11000 mg/mL x 2 pHs (6.0 and 8.0) x 2 tipo de solo (CMO and SMO) = 4 (TA)

Ensaio Controle: (CA) Ensaio Teste: (TA)

Utilizado para comparar com o TA A validacao de permanéncia
e estimar a perda da infecciosi- de HAdVs infecciosos e/ou de
dade e/ou CG/ml entre os CG/ml nos diferentes

150rpm Tha 24 °C
tratamentos tratamentos

1h decantando a 24 °C
CA

ensaio em placa (total de HAdVs infecciosos)

sobrenadame—<
gPCR (total CG)

ensaio em placa (total de HAdVs infecciosos)

sobrenadante —<
qPCR

Legenda
a. particulas de HAdV-5 cedimento 4PCR >— total CG para cada batch experiment:
b. DNA livre
c. argila HAdVs infecciosos

HAdVs nao infecciosos
DNA livre

Figura 2 — Enumeracédo de coOpias gendmicas e de HAdV-5 infecciosos em aguas
simuladas com sélidos obtidos de solos tropicais e sob condi¢des controladas de pH
e presenca de matéria organica.
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Tabela 2 — Numero de CG/mL de HAdV-5 no sobrenadante de solucbes

simuladas com solo CMO e SMO em dois diferentes tipos de pH (6,0 e 8,0)

Sobrenadante Média DP Min Max p
pH 8,0 ( CG/mL)
4,04 4,03 x 9,26 x
CMO 1012" 3,96 x 10%2 1ot et
2,49 x 12 3,95 x 5,04 x
SMO 102 L7510 10™ 1012 0,300
3,26 3,95 x 9,26 x
Total 1012" 3,07 x 10*2 Tont et
pH 6,0 (CG/mL)
CMO 2’6?2)( 1,07 x 102 1,1912x 3’6712x
10 10 10 0.112
1,69 1,95 x 3,77 x ’
SMO 1012" 1,36 x 102 Tott 1ot2
2,18 1,95 x 3,77 x
Total 1012X 1,29 X 1012 1011 1012

Teste u Mann-Whitney. Teste u Mann-Whitney. HAdV-5: adenovirus humano espécie C sorotipo 5; CG/mL: copias gendmicas por

mililitro quantificadas por Real time PCR Quantitativa; SMO: sem matéria organica; CMO: com matéria organica.

Tabela 3 — Numero de CG/mL de HAdV-5 no sedimento de solucbes

simuladas com solo CMO e SMO em dois diferentes tipos de pH (6,0 e 8,0)

Sedimento  Média DP Min Max p
pH 8,0 (CG/mL)
2,30 X 4,03 x 9,50 x
CMO 108 103 9,50 x 10° 108
3,45 x 3,57 x 9,50 x
SMO 108 103 1,07 x 10° 10%3 0,469
2,88 x 3,77 x 9,50 x
Total 10%3 10%3 1,07 x 10° 10%3
pH 6,0 (CG/mL)
3,20 X 3,14 x 9,50 x
CMO 108 103 4,30 x 108 108
201lx 3,58 x10 9,50 x
SMO 10%3 13 607x10° 108 039
2,61 X 3,35 x 9,50 x
Total 108 103 6,07 x 10° 108

Teste u Mann-Whitney. HAdV-5: adenovirus humano espécie C sorotipo 5; CG/mL:
copias genbmicas por mililitro quantificadas por Real Time PCR Quantitativa; SMO:
sem matéria organica; CMO: com matéria organica.
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Figura 3 - Enumeracdo da meédia de HAdV-5 infecciosos em PFU/mL obtido
pelo ensaio em placa de lise e porcentagem de perda viral (HAdV infeccioso
espécie C, sorotipo 5 que nédo foi detectado no sobrenadante, morto no
sobrenadante ou interligados de alguma forma ao sedimento) nos diferentes
ensaios testes. E = logaritmo.
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Tabela 4 — Nimero total de CG.mL™ de HAdV-5 no sobrenadante (Nsup), precipitado
(Nprec), ensaio teste (Ci) e taxa final de recuperacdo (R,) entre os trés tipos de
concentracdo (mg.L™") de solo CMO e SMO e com diferenca de pH (6,0 e 8,0),

utilizando o modelo matematico desenvolvido neste estudo.

pH solo [ ] Nsup Nprec Nta R, (%)
100 3,49 x 10 6,96 x 10'° 3,56 x 10** 99,925
CMO 500 1,24 x 10 3,48 x 10"* 1,50 x 10** 99,996
6.0 1000 3,26 x 10?2 1,34 x10" 3,26 x 10** 99,931
’ 100 1,57 x 10"* 6,05 x 10° 1,58 x 10** 99,965
SMO 500 3,29 x 102 3,72x10% 3,29 x10% 99,923
1000 2,18 x 10" 2,81 x10° 2,18 x 10* 99,995

p 0,045 0,003 0,004 0,110
100 2,52 x10% 9,49 x10 2,61 x10% 99,945
CMO 500 9,17 x 10 1,62x10" 9,17 x 10* 99,807
8.0 1000 4,18 x 10" 4,07 x 10" 8,25 x 10" 99,983
’ 100 2,60 x 10 9,49 x 10 2,78 x 10 99,941
SMO 500 4,15 x 10" 1,62 x 10" 4,15 x 10" 99,991
1000 4,36 x 10" 4,07 x 10** 4,77 x 10** 99,900

p 0,196 1,000 0,001 0,287

Teste u Mann-Whitney. HAdV-5: adenovirus humano espécie C sorotipo 5; CG/mL:
copias genbmicas por mililitro quantificadas por Real Time PCR Quantitativa; SMO:
sem matéria organica; CMO: com matéria organica.
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5 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

5.1 Conclusbes
+» N&o ha um método padrdo para a analise virologica em agua;

e Os adenovirus possuem caracteristicas favoraveis a sua indicacéo

como marcadores virolégicos da qualidade da agua,;

e Adenovirus humano sorotipo C estdo presentes em elevado namero

de copias gendmicas na agua tratada da cidade de Goiania,

e O pH e a matéria organica sdo parametros que influenciam na
infecciosidade de HAdV-5 e contrariamente, n&o influenciam na
recuperacdo de coépias gendbmicas de HAdV-5 em ambientes

simulados com agua e sélidos tropicais;

e A equacdo matematica desenvolvida é (til na avaliacdo da taxa de
recuperacdo de copias genbmicas virais em ambientes simulados

com &gua e solidos argilosos.

5.2 Consideracfes Finais:

E interessante relatar que este estudo sofreu diversas limitacdes
metodoldgicas. Dentre estas, a falta de energia que ocorreu nos Institutos de
Ciéncias Bioldgicas no final do ano de 2012, e que perdurou por 3 dias
ininterruptos. O incidente foi reportado a Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-
graduacdo (PRPPG/UFG), mas esta em nenhum momento se mostrou
solidaria em auxiliar financeiramente na reposicdo de importantes reagentes

deteriorados .

Diante deste incidente, toda a metodologia da pesquisa foi
modificada, e ndo raro, na tentativa de cumprir 0s prazos, reagentes tiveram
que ser comprados com a verba particular dos membros da equipe
pesquisadora. Foi assim que, de um estudo anteriormente delimitado na

area de epidemiologia molecular, foi realizado um estudo experimental de
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avaliagdo da estabilidade de HAdV-5 frente a condi¢cbes simuladas em

laboratério.

N&o obstante, o projeto de pesquisa sofreu com inimeros problemas
de contaminacédo de cultura, reagentes embargados na ANVISA e acidentes
de graves propor¢des tanto no LDGM quanto LGMC, que comprometeram

sobremaneira as analises.

Apos iniciadas as analises com solidos, e em razdo de uma aluna de
mestrado ter iniciado novamente 0s experimentos com agua tratada, foi
decidido retomar os experimentos inerentes a deteccdo de HAdVs em agua
tratada. Todavia, foi dado prosseguimento a pesquisa com os soélidos. Desta
forma, a Tese conta com dois eixos bem delimitados na parte experimental,
mas que de certa forma se correlacionam, pois ambos visam a pesquisa de
adenovirus em &gua, sendo uma em agua tratada, e outra em &gua

simulada com sélidos tropicais.

Desta forma, os dados aqui apresentados podem ser de grande
valia, pois este € um estudo pioneiro no estado de Goias, pois efetivamente
detectou HAdVs em amostras de 4gua tratada da cidade de Goiania e
também os quantificou e realizou a caracterizacdo molecular dos mesmos.
Os dados apresentados podem servir de base para outros estudos na area
de virologia ambiental e mesmo para mitigar tomadas de decisbes na area
de saude ambiental, j& que fica comprovado a incapacidade da remocédo de
virus durante o tratamento da agua, e os virus quantificados estdo em um
valor muito acima da média normalmente detectada em outras localidades

do pais e do mundo.

Os adenovirus séo extremamente prevalentes em diferentes
matrizes ambientais, utilizando com sucesso diferentes metodologias
biomoleculares e de cultivo celular, todavia, até 0 momento, nenhum estudo
propds estudar a estabilidade destes patdbgenos em sélidos frente a
variacbes simultdneas de pH e matéria organica, que sdo condi¢des

normalmente encontradas em meio ambiente. Assim, os dados aqui
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apresentados, também sdo muito Uteis na tentativa de melhor entender as

interag6es ambientais destes patdgenos.

E proposta uma mudanca de paradigma quanto & monitorizacdo de

virus em agua. Diante dos dados obtidos, é recomendado:

e Utilizar o HAdV como marcador virologico da qualidade da agua e

para inferir a remocéao viral pés-tratamento;

e Consolidacdo dos grupos de pesquisas emergentes na éarea de
microbiologia ambiental, com enfoque para 0s micro-organismos de

interesse médico-sanitario;

e Fomentar a pesquisa de novas metodologias de saneamento que

favorecam a remocdao de virus em sistemas de tratamento de agua;

e Realizar parcerias com o0s 0rgdos incumbidos na monitoracdo e
certificacdo da agua tratada e ambiental, oferecendo o servico de

monitoramento viroldgica da agua no municipio de Goiania.
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7.1 INSTRUCTIONS FOR AUTHORS FOOD AND ENVIRONMENTAL
VIROLOGY

Types of Papers

The journal publishes Original Articles, Reviews, Short Communications. Brief communications should be no more
than 1000 words and Abstracts of no more than 50 words.

Authors may consult suitability of a proposed submission directly with the Editor-in-Chief:

Dr. Nigel Cook

Senior Microbiologist

Food and Environmental Microbiology

Central Science Laboratory

Sand Hutton

Y041 1LZ York

United Kingdom

n.cook@csl.gov.uk

tel. +44 (0)1904 462623

Use and definition of controls in nucleic acid-based diagnostic methods

All submitted manuscripts that include detection methods based on nucleic acid amplification assays (e.g. PCR,
NASBA) should ideally include the appropriate controls necessary to assess the performance of the sample treatment
and amplification assay steps. These controls are defined in various international standards, e.g. 1ISO 22174:2005
Microbiology of food and animal feeding stuffs -- Polymerase chain reaction (PCR) for the detection of food-borne
pathogens -- General requirements and definitions. When one or more of the conventional controls is not included in
a submitted method, definitive evidence of effective quality assurance within the method must be included, and
discussed in the text.

Conflict of interest and Ethical standards

Conflict of interest

When an author or the institution of the author has a relationship, financial or otherwise, with individuals or
organizations that could influence the author’s work inappropriately, a conflict of interest may exist. Examples of
potential conflicts of interest may include but are not limited to academic, personal, or political relationships;
employment; consultancies or honoraria; and finical connections such as stock ownership and funding. Although an
author may not feel that there are conflicts, disclosure of relationships and interests that could be viewed by others as
conflicts of interest affords a more transparent and prudent process. All authors for Chemosensory Perception must
disclose any actual or potential conflict of interest. The Journal may publish such disclosures if judged to be
important to readers.

Ethical Standards — Informed consent

Manuscripts containing the results of experimental studies on human participants must disclose in the Methods
section whether informed consent was obtained from patients in the study after the nature of the procedure had been
fully explained to them. If informed consent was waived by the institutional review board (IRB) for a study, that
should be so stated. In addition, a statement affirming approval of the IRB should be included, if approved. The
patient's right to privacy should not be infringed. Information that would identify patients should not be published.
Ethical Standards — Animal rights

Authors are advised to comply with the guidelines for the care and use of laboratory animals as described by the U.S.
National Institutes of Health and to acknowledge their compliance with these guidelines in the Methods section of the
manuscript.
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Manuscript submission

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not under
consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as well
as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out. The
publisher will not be held legally responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are required to
obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include evidence that such
permission has been granted when submitting their papers. Any material received without such evidence will be
assumed to originate from the authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces the editorial processing
and reviewing times and shortens overall publication times. Please follow the hyperlink “Submit online” on the right
and upload all of your manuscript files following the instructions given on the screen.

Title page

Title Page

The title page should include:
The name(s) of the author(s)
A concise and informative title
The affiliation(s) and address(es) of the author(s)
The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined abbreviations or
unspecified references.

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.
Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.
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Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included in the
reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the bibliographic
details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case letters
(or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not
given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the reference list. The
names of funding organizations should be written in full.

References

Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:
Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).
This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).
This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and Smith 1998; Medvec et al.
1999).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or accepted for
publication. Personal communications and unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use
footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.
Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each work.

Journal article

Harris, M., Karper, E., Stacks, G., Hoffman, D., DeNiro, R., Cruz, P., et al. (2001). Writing labs and the
Hollywood connection. Journal of Film Writing, 44(3), 213-245.

Article by DOI
Slifka, M. K., & Whitton, J. L. (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. Journal
of Molecular Medicine, doi:10.1007/s001090000086

Book
Calfee, R. C., & Valencia, R. R. (1991). APA guide to preparing manuscripts for journal publication.
Washington, DC: American Psychological Association.

Book chapter
O’Neil, J. M., & Egan, J. (1992). Men’s and women’s gender role journeys: Metaphor for healing,
transition, and transformation. In B. R. Wainrib (Ed.), Gender issues across the life cycle (pp. 107-123).
New York: Springer.

Online document
Abou-Allaban, Y., Dell, M. L., Greenberg, W., Lomax, J., Peteet, J., Torres, M., & Cowell, V. (2006).
Religious/spiritual commitments and psychiatric practice. Resource document. American Psychiatric

Association. http://www.psych.org/edu/other_res/lib_archives/archives/200604.pdf. Accessed 25 June
2007.

Journal names and book titles should be italicized.
For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-text citations and
reference list.
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EndNote style (zip, 3 kB)

Tables
All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.
For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.

Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at the end
of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values
and other statistical data) and included beneath the table body.

Artwork and lllustrations Guidelines

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork — photographs, line
drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to the highest standards with the greatest
accuracy to detail. The published work will directly reflect the quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission
Supply all figures electronically.
Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MS Office files are
also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art
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Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures are legible at
final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.
Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
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Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the figures themselves.
Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing, extensive lettering,
color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.
If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be visible.
Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A simple way to check
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this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors are still
apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering
To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2-3 mm (8-12 pt).
Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis and 20-pt
type for the axis label.
Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive numbering of
the main text. Do not number the appendix figures, "Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic
Supplementary Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include the captions
in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end of the
caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as coordinate points
in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference citation at the
end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.
For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than 234 mm.
For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the copyright
owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights for
free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In
such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure that
All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-Braille
hardware)
Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (color-blind users would then be
able to distinguish the visual elements)
Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
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Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files to be
published online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as
certain information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name, author names; affiliation and e-
mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very long download
times and that some users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.
If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be submitted as .xIs files
(MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex can also be
supplied.

Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material as a citation,
similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., ... as shown in the animation (Online Resource 3)",
“... additional data are given in Online Resource 4”.

Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author without any conversion, editing,
or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files, please make
sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that users prone to seizures

caused by such effects are not put at risk)
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Does Springer provide English language support?

Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for spelling and formal style. This
may not be sufficient if English is not your native language and substantial editing would be required. In that case,
you may want to have your manuscript edited by a native speaker prior to submission. A clear and concise language
will help editors and reviewers concentrate on the scientific content of your paper and thus smooth the peer review
process.

The following editing service provides language editing for scientific articles in all areas Springer publishes in.

Use of an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for publication.

Please contact the editing service directly to make arrangements for editing and payment.

For Authors from China
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For Authors from Korea

Fol = Farol ShA dojnle A G wAgE v A= 57 Edanz XS AU =HU T

AH) 2 g, 712 8

217 W] 5ol thek ARAl g AR 4] 3] Edanz Editing Global A}l ES el =AW FHAFSH G Ut
Edanz Editing Global

After acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application at Springer’s web

page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and indicate whether you wish to order

OpenChoice, offprints, or printing of figures in color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and you will receive the
proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal and access to that article
is granted to customers who have purchased a subscription), Springer provides an alternative publishing option:
Springer Open Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits of a regular subscription-based
article, but in addition is made available publicly through Springer’s online platform SpringerLink.

Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher exclusive publication
and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection and dissemination of information under
copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the author. In opting for open
access, the author(s) agree to publish the article under the Creative Commons Attribution License.

Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.
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Color illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version, authors will be expected to
make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness and accuracy of the
text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not
allowed without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which will be hyperlinked to
the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first publication citable
with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be cited by issue and page numbers.
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7.2 INSTRUCTIONS TO AUTHORS FOR ENVIRONMENTAL SCIENCE
AND TECHNOLOGY

< ACS Publications quéﬁcggﬂlcﬁmlﬁ

Instructions to authors for Environmental Science &
Technology

Updated August 2013

Contents (click on the topic)

Ethics | Conflict of interest | Author List | Prior publication — Plagiarism — Self-
plagiarism — Proceedings of conferences and symposia — Websites

Contact Information

Summary of manuscript types — Word Limits — TOC/Abstract Art

Special Issues: Focus and Tribute

Preparation and Word Processing Instructions — Currently acceptable word-
processing packages — Special instructions for specific word processors

Manuscript submission guidelines — Cover Letter and rationale — Submission —
Journal Publishing Agreement — Reviewer list — Review of features — Resubmission
— Just Accepted Manuscripts

Post-acceptance process — Contact post-acceptance — Proofs — ASAP publication — E-
prints and reprints
Manuscript Format and Expectations — Features — Viewpoints — Letters to the Editor —

Research Article — Policy Analysis — Critical Review —Correspondence — Additions
and Corrections

Elements of a manuscript — Authorship — Abstract — Text — Introduction — Experimental
section — Resulis and discussion — Tables — Graphics and web-enhanced objects —
Nomenclature — Formulas and equations — Safety — Acknowledgments — References
— Supporting Information —Database Deposition

Submission Summary and Checklist by Manuscript Type — Features — Viewpoints —
Letters to the Editor — Research Article — Policy Analysis — Critical Review —
Correspondence — Additions and Corrections

Ethics Form — Template for Special Issue Proposals

Environmental Science & Technology (ES&T) 1s an authoritative source of information
for professionals in a wide range of environmental disciplines. The journal combines
magazine and research sections and 1s published both online and in print. The electronic
version of ES&T includes all of the material found in the print version plus Supporting
Information.

Copyright of articles published in ES&T 1s transferred to the American Chemical Society
(ACS) by the author(s). A signed Journal Publishing Agreement (JPA) must be
submitted prior to acceptance. The journal imposes no page charges, nor is there any
charge for color figures.

Anexos 121



Documents accepted for publication in ACS journals will be posted on the web as soon as
publishable (ASAP), that is, when galley proofs are corrected and all of the authors’
concerns are resolved. The date on which the document is posted on the web is the
official date of publication and 1s recorded in a separate line at the bottom of the first
page in the printed issue.

Ethics

Scientific ethics are taken very seriously by ES&T and ACS. All authors should read and
adhere to ACS’s Ethical Guidelines to Publication of Chemical Research, which are

available on the web at http://pubs.acs.org/page/policy/ethics/index html.

For all manuscripts, the contact author 1s required to read, sign, and submit an ES&7-
specific Ethics form on behalf of all authors. The signed Ethics form can scanned and
emailed or faxed to the relevant editorial office.

Conflict of Interest Disclosure

A statement describing any financial conflicts of interest or lack thereof is
published with each manuscript. During the submission process, the corresponding
author must provide this statement on behalf of all authors of the manuscript. The
statement should describe all potential sources of bias, including affiliations,
funding sources, and financial or management relationships, that may constitute
conflicts of interest (please see the ACS Ethical Guidelines at
http://pubs.acs.org/ethics). The statement will be published in the final article. If
no conflict of interest is declared, the following statement will be published in the
article: “The authors declare no competing financial interest.”

Author List

During manuscript submission, the submitting author must provide contact
information (full name, email address, institutional affiliation and mailing address)
for all of the co-authors. Because all of the author names are automatically
imported into the electronic Journal Publishing Agreement, the names must be
entered into ACS Paragon Plus in the same sequence as they appear on the first
page of the manuscript. (Note that co-authors are not required to register in ACS
Paragon Plus.) The author who submits the manuscript for publication accepts the
responsibility of notifying all co-authors that the manuscript is being submitted.
Deletion of an author after the manuscript has been submitted requires a
confirming letter to the Editor-in-Chief from the author whose name is being
deleted. For more information on ethical responsibilities of authors, see the Ethical
Guidelines to Publication of Chemical Research.

Prior publication

Contributions submitted to ES&T must be original works of the author(s) that have not
been previously published or simultaneously submitted to another publication. Prior
publication or parallel submission of the same paper to another journal eliminates the
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paper trom consideration by ES&7. You must attest in your cover letter that the
manuscript has not been previously published. in whole or in part, and that it is not under
consideration by any other journal. Additionally. you must affirm that all authors are
aware of, and accept responsibility for, the manuscript.

Duplication of already published data eliminates the paper from consideration unless the
paper contains significant further analysis and interpretation. If you have any questions or
concerns, please contact the Editor-in-Chief’s office (est@uiowa.edu). If a directly
related paper 1s in press or has been submitted to another journal. upload a copy upon
submission to Paragon Plus (designated “Supporting Information for Review Only™).
Indicate the status of the related paper in the cover letter.

Plagiarism. Material, including text, graphics, and tables, from other publications may
not be used without permission and attribution. In addition, any and all text used from
another source must be enclosed in quotation marks. The permission form is available at
http://pubs.acs.org/copyright/permissions.html.

Self-plagiarism: papers published in or submitted to other journals, etc. It is
unethical to republish the same paper or a substantial portion of the same data. If you
wish to reuse a figure or table. you must cite the original publication and, if required,
obtain explicit permission from the publisher. Minor modification of a figure or table
solely to avoid self-plagiarism is unacceptable. Authors publishing duplicative text, data,
graphics, or tables will be banned from submitting to £S&T.

Professional Ethics. In publishing only original research, ACS is committed to deterring
plagiarism, including self-plagiarism. ACS Publications uses CrossCheck's 1Thenticate
software to screen submitted manuscripts for similarity to published material. Note that
your manuscript may be screened during the submission process. Further information
about plagiarism can be found in Part B of the Ethical Guidelines to Publication of
Chemical Research.

Proceedings of conferences and symposia. You cannot publish your presentation in
proceedings (paper or electronic) that are copyrighted (except by ACS) and then submut it
to ES&T that 1s prior publication. If the proceedings are not copyrighted. publishing a
short abstract without figures or tables 1s permissible. However, 1f a manuscript with
essentially the same data in graphics/tables, or an extended abstract 1s published in the
proceedings, it cannot be considered for publication by ES&T. It is the responsibility of
authors to notify us of any abstracts that have been published n any form.

Websites. ES&T will consider for publication a paper that has been posted on an
electronic site available to the general public, provided that the site 1s the personal site of
the author and is not connected to a commercial site. Authors must notify us at the time
of submission if the material has been available on the Internet or equivalent electronic
media and must remove the paper from the site at the time of submission. When the paper
is published, authors may provide an electronic link from that site to the ES&T
homepage. It the website 1s a commercial site not owned by ACS, the authors are advised
that consideration of the paper may be endangered.

Contact Information
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For queries and information prior to submission, please contact the appropriate office
below:

Editorial Office (Towa):
Email: est@uiowa.edu

ES&T Manuscript Office

4501 Seamans Center

Dept. of Civil & Environmental Engineering, University of Iowa
Iowa City, IA 52242-1527

Phone: (319) 335-5047

Fax: (202)354-5479

Contact: Barbara Booth (319) 335-5040

Note: the Editor-in-Chief is not available to prescreen potential submissions.
DC Office (for Features, Viewpoints, Letters to the Editor):
Email: est@acs.org

Managing Editor

Environmental Science & Technology

American Chemical Society

1155 16" St. NW

Washington, DC 20036

Phone: (202) 872-8061

Fax: (202) 872-4403

Summary of Manuscript Types and General Formatting

ES&T publishes several different types of manuscripts; these guidelines contain detailed
information as to scope. specific formatting styles. length limits and other requirements
for the various manuscript types. There 1s a summary and submission checklist at the end
of this document. For additional advice, please refer to The ACS Stvle Guide (3rd ed.,
2006: ISBN 0-8412-3999-1), available from Oxford University Press, Order Department,
201 Evans Rd., Cary, NC 27513 (http://pubs.acs.org/books/styleguide). General
instructions as to all aspects of preparing and submitting a manuscript for ACS journals
may be found at http://pubs.acs.org/page/4authors/submission/index.html.

Word Limits. Regarding the word counts: unless explicitly stated otherwise
(Viewpoints and Letters to the Editor). word counts INCLUDE tables, figures, and
schemes, but not references.

Count all text except the title page, references, and figure and table captions (captions are
considered part of the figure or table). This includes the Abstract, the body of the manuscript,
the Acknowledgments, and the description of Supporting Information. (Do not count the
Supporting Information itself.)

To the text count add the count for figures, schemes and tables. Small figures, schemes, and
tables usually count as 300 word equivalents: large figures, schemes, and tables count as 600
or more word equivalents. Table of Contents (TOC) and Abstract art (required for Feature,
Article, Policy Analysis, Critical Review) is not included in the word count. For example, a
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research article with 6000 words, excluding references, and containing 4 small figures is
considered a 7200 word article.

Manuscripts that exceed the word limit will be unsubmitted (returned to draft) with a
request fo shorten or immediately rejected. We note that manuscript text can often be
shortened by 10% with no loss of context. Place tables and figures that augment the
article but are otherwise unessential to the major themes in Supporting Information
(which 1s freely accessible on the web). Authors who believe that exceeding the word
limut 1s essential must include a compelling argument in their cover letter. Please note
that this does not guarantee a decision in the author’s favor — ultimately, the decision lies
with the Editor.

TOC/Abstract Art. Table of Contents (TOC) and Abstract Art appears next to the
abstract in the online version of the paper. in the electronic TOC for the given issue, and
in the print 1ssue.

Creating a Representative Graphic

The graphic submitted for use on the table of contents 1s also used for multiple purposes,
including the document abstract and other situations where a representative graphic 1s
required. For the greatest impact, authors must create an image that represents the work
while adhering to size constraints. Keeping in mind that various devices may be involved,
some of the best images are simple, relatively free of text and technical characters, and
make use of color for visual impact. It is best to stay away from complex structure
schemes and small-sized details.

TOC/Abstract graphic image are the same image and sized the same.
TOC/ABS Sizes

Width Depth

240 points 135 points
3.33 inches 1.875 inches
8.47 cm 4.76 cm

Submission of Table of Contents (TOC) and Abstract Art is required for Research
Articles, Policy Analysis papers, Critical Reviews, and Features. TOC/Abstract art
should be submitted with the original paper and will go through peer review.
TOC/Abstract Art will not be considered in the calculation of the word equivalents. Do
not submit TOC/Abstract Art for Viewpoints, Correspondence, Letters to the Editor, or
Corrections.

TOC/Abstract art should be submitted in the same manner as other graphics: within the
manuscript file unambiguously identified as TOC/Abstract art, or as a clearly labeled
graphic under the file designation “graphic for manuscript.” Do not submit TOC/Abstract
art in your cover letter.

Good TOC/Abstract art should illustrate the article, akin to a ““visual abstract.” It should
capture the readers’ attention and, in conjunction with the manuscript title, give readers a
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visual impression of the essence of the paper without providing specific results. Imagery
can range from a single in-context photograph of a field site to that of a “cartoon”
schematic explaining the central method or findings of the paper.

Specific Advice Regarding TOC/Abstract Art

a. Authors must clearly designate their TOC Art figure in the original manuscript
submission. Failure to do so may delay the production schedule for accepted manuscripts.

b. TOC/Abstract Art cannot have a caption (legend) minimalist text may be used
as labels in the imagery

C. Figures and other material created by the author(s) may be used. A single
mmpactful image makes for the best cover art. On occasion, simple collages containing
only material created by the author(s) are suitable. Complex, “busy” graphics make poor
TOC art.

d Only images created by the author(s) will be accepted as TOC/Abstract art
(copyright for the TOC/Abstract art is transferred to ACS via the ACS Journal Publishing
Agreement). Material created by U.S. Government employees may be used because that
material 1s i the public domain. Material found on Web sites cannot be used as
TOC/Abstract art even if the Web site (such as Wikipedia) states that the material is in
the public domain.

L. The burden of proving public domain status lies with the authors. Include
the name of the U.S. Department/agency and the URL or reference citation.

1. Do not use imagery that requires third party permissions, such as images
published 1 non-ACS journals or images from ACS journals for which credit is given to
another source.

1. Photographs taken by the author(s) may be used; however, if people
appear in the photos, model releases must be signed by the individuals in the photos. The
parents/guardians of individuals under 18 years of age must sign model releases because
minors cannot legally sign their own model releases.

Examples from papers that appeared in 2010:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/es101888] - visual schematic style

http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/es1007577 - illustration of potential facility

http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/es101864b - quantitative illustration
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/es1018256 - photograph of field work

http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/es1016735 - photograph of environment studied

Special Issues: Focus and Tribute

Up to 4 tumes a vear, ES&T publishes a special 1ssue. Focus 1ssues consist of a Feature
article and a group of peer-reviewed research papers in an area of current environmental
importance. One of the special issues may be a Tribute issue that commemorates the
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career of a distinguished environmental researcher. The Tribute 1ssue may contain a
related Feature article and/or a staff-written “Perspective.” The research section contains
a group of peer-reviewed scientific papers, usually in the research area(s) of the honoree.

There 1s a great demand for special 1ssues. They are scheduled | or more years in
advance of publication. If you wish to suggest a special 1ssue to ES&T, please email the
Editor-in-Chief’s office at est@uiowa.edu and copy (cc) the Managing Editor at
est@acs.org. Special 1ssues will not be scheduled until the Editor-m-Chief’s office
approves, in writing, a detailed proposal, that includes how manuscripts will be invited, a
list of potential contributors, and a timeline.

Manuscripts submitted for special i1ssues are usually invited submissions. If you would
like to have a manuscript considered for a particular special 1ssue, please email
est(@uiowa.edu prior to submission.

Word processing details

Manuscripts prepared with the software packages listed below will be used for production
if these guidelines are followed. Documents prepared with other word-processing
packages will be handled on an experimental basis with the understanding that the use of
these files in production cannot be guaranteed. Failure to adhere to the following
instructions may prevent the use of all or part of the material supplied. Details concerning
the layout of the manuscript may be found in these Instructions under Elements of a
Manuscript.

Currently acceptable word-processing packages. Macintosh: WordPerfect 3.5,
Microsoft Word "98 and higher. IBM and compatibles: WordPerfect up to version 9.0,
and Microsoft Word 97 and higher (refer to
http://pubs.acs.org/page/4authors/submission/index html).

Special instructions for specific word processors. Whenever possible, Microsoft Word
Greek letters and special symbols should be created by applying Symbol font to ASCII
characters typed into the file. It characters are selected from the symbol palette and
pasted in, they may be lost when the file is converted. The “"ALLCAPS” option in the
character format box should not be used. The SEO field should not be used. For
WordPerfect, use the normal SUP and SUB codes, not AdvUp and AdvDn, to create
superscript and subscript characters.

To enable proper conversion of web manuscripts to PDF files, please use only fonts
supported by Adobe. The 14 standard fonts (as determined by Adobe, Inc.) are Courier,
Courier-Bold, Courier-Bold Oblique, Courier-Oblique, Helvetica. Helvetica-Bold.
Helvetica-Bold Oblique, Helvetica-Oblique, Symbol, Times-Bold, Times-Bold-Italic,
Times-Italic, Times-Roman, and ZapfDingbats.

Manuscript preparation and submission

Preparation. Because ES&T enforces length limits, please plan your paper before you
begin to write. Think about what needs to be in the manuscript and what material can be
placed in Supporting Information. For all submissions, check the final copy carefully for
consistent notation and correct spelling.

Authors should receive an automatic email acknowledgment shortly after submission. If
an editorial assignment or other informational email 1s not received within 2 weeks,
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please email the ES&T manuscript office at esti@uiowa.edu.

Assistance for non-native English speakers/writers. All submissions to ES&T must be
in English. If this is not your primary language and you need assistance to ensure the
clarity and accuracy of your manuscript, a list of service providers may be found at
http://pubs.acs.org/page/dauthors/tools/language editing.html. Please note that use of
such a service does not guarantee manuscript acceptance.

Contact/Corresponding and Post Publication Corresponding Authors. At
submission one author must be designated as the contact/corresponding author in the
Paragon Plus system. During the review process and prior to publication, all email
notifications will be sent to the contact author. Only one author may be designated as the
contact author; this author receives and may sign the eJPA.

After publication, the author marked on the manuscript with an asterisk (*) is designated
as the Corresponding Author, the person whom readers contact after publication of the
paper. The contact and Corresponding Author may be, but are not required to be, the
same person. We require complete, current contact information for this author on the title
page. Please note that you may mark two designated Corresponding Authors on the
Mmanuscript.

Submission. All submissions must be uploaded to Paragon Plus. Revised manuscripts
must also be submitted via Paragon Plus. Complete mstructions and an overview of the
online submission process are available through the secure ACS Paragon Plus website at
https://acs.manuscriptcentral.com/acs. You can link to this site from the Submission and
Review portion of the ES&T website at
http://pubs.acs.org/page/esthag/submission/index.html.

An author must register on Paragon Plus before submitting a manuscript. This one-time
registration will suffice for future web manuscript submissions to all ACS journals —
provided you use the same email address. Assistance can be acquired from the ACS
Publications Support Center through
http://pubshelp.acs.org/ics/support/default.asp?deptID=9131. via email at
support@services.acs.org, or by phone at 800-227-9919 (U.S. & Canada) or +1-202-872-
4357 (outside U.S. & Canada).

Journal Publishing Agreement. A properly completed and signed Journal Publishing
Agreement must be submitted for each manuscript. ACS Paragon Plus provides an
electronic version of the Agreement that will be available on the My Authoring Activity
tab of the contact author's home page once the manuscript has been assigned to an Editor.
A PDF version of the Agreement is also available, but authors are strongly encouraged
to use the electronic Journal Publishing Agreement. If the PDF version is used. all
pages of the signed PDF Agreement must be submitted. If the contact author cannot or
should not complete either the electronic or PDF version for any reason, another author
should complete and sign the PDF version of the form. Forms and complete instructions
are available at http://pubs.acs.org/page/copvright/journals/index.html.

Cover letter. A cover letter must accompany every submission and include a rationale
for consideration by ES&T (see below). The cover letter should list the authors and their
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affiliations, give the manuscript title, and provide contact information for all authors:
please provide a mailing address, email address, and phone and fax numbers where
available.

Rationale. We require that you include a rationale for ES&T publication in the cover
letter. Please read the “Manuscript format and expectations” section of these instructions
(below) and address the issues discussed therein. You must tell us why you think your
manuscript is appropriate for publication in ES&T, particularly with respect to its
originality, scientific merit, and environmental importance. Features that are unsolicited
should be preceded by a query email to the Managing Editor: est(@acs.org.

Reviewer list. Authors are required to provide names and contact information (affiliation
and email address) of at least four experts in the field as possible reviewers for the
manuscript. You may also include the names of people you do not want to review the
paper. The Associate Editors try to use at least one reviewer from vour list and to comply
with your special requests. However, this cannot be ensured:; for example, specific
reviewers may not be available. Do not suggest as potential reviewers anyone who may
have a conflict of interest in reviewing your manuscript, such as former advisers,
students, recent collaborators, or persons based at your institution. Please note that it is
not helpful to suggest as reviewers the most well-known researchers in the field because
they are already known to the Editors.

Editor Preference. Although it is not required, you may specify one or more preferred
editors during the Paragon Plus submission process. Do not suggest as potential editors
anyone who may have a conflict of interest in handling your manuscript, such as former
advisers, students, current or recent collaborators, an editor based at your istitution, or at
the institution of any of your coauthors. There is no guarantee that your manuscript will
be assigned to vour preferred editor.

You may also specify one or more non-preferred editors. It is helpful to editonal staff if
you mark editors who are current or recent collaborators as non-preferred. Do not mark
an editor non-preferred who previously handled an earlier version of your manuscript.
With rare exceptions, resubmissions of rejected manuscripts will be assigned to the
original handling editor, even 1if the manuscript has been substantially revised.

After a manuscript has been assigned to an Associate Editor, all correspondence should
go to that Editor. The editor’s contact information will be provided on the assignment
email.

Review process and editorial decision. Most manuscripts will be sent to two to four
experts 1n the field for review. However, a significant fraction of manuscripts are
rejected without peer review. Common reasons for rejection without review include:
insufficient novelty and/or originality; lack of sufficient environmental relevance; tailure
to place the rationale for the study or the results in the context of existing literature; data
that describe a case study or offer only an incremental advance in the scientific topic:
insufficient quality of the data; and problems with manuscript presentation (for example,
adherence to length limits, imadequate English, figure quality, etc.).

Resubmission of rejected manuscript. If your manuscript is declined (rejected), read
the reviews carefully. Manuscripts are often rejected because the subject matter is not
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appropriate for ES&T for any number of reasons. In such cases you should consider
another journal. If you wish to submit a revised manuscript to ES& T, we require that
you contact the editor who handled your submission and request his or her
permission to resubmit. If that editor is unavailable, please contact the office of the
Editor-in-Chief. After you receive permission to resubmit, you must indicate in your
cover letter that it is a revision of a previous manuscript and provide the old manuscript
number. State how the manuscript has been changed compared with the original. If the
manuscript was reviewed, submit a detailed list of your responses to each of the
comments of the reviewers or provide convincing reasons for declining to do so. If you
believe strongly that the paper was not judged fairly, make your case i your cover letter.
The manuscript should be submitted on Paragon Plus, where it will recerve a new
manuscript number. During the submission process, please mark “Yes” when asked if the
manuscript has been previously submitted “in whole or in part.”” Manuscripts that editors
judge to be essentially resubmissions of previously submitted manuscripts that do not
comply with these rules will not be considered for publication.

Just Accepted Manuscripts. Just Accepted manuscripts are peer-reviewed, accepted
manuscripts that are posted on the ACS Publications website prior to technical editing,
formatting for publication, and author proofing—usually within 30 minutes to 24 hours of
acceptance by the editorial office. During the manuscript submission process, authors can
choose to have their manuscript posted online as a Just Accepted manuscript. To ensure
rapid delivery of the accepted manuscript to the Web, authors must adhere carefully to all
requirements i the journal’s Author Guidelines. For further information, please refer to the
Just Accepted FAQ, accessible from http://help.acs.org. Note that publishing a manuscript
as Just Accepted 1s not a means by which to comply with the NIH Public Access Mandate.

Post-acceptance process

Patent Activities and Intellectual Property Issues. Authors are responsible for
ensuring that all patent activities and intellectual property 1ssues are satisfactorily
resolved prior to first publication (Just Accepted, ASAP, or in issue). Acceptance
and publication will not be delayed for pending or unresolved issues of this nature.

Contact post-acceptance. After a manuscript has been accepted for publication, all
correspondence should go to: American Chemical Society, Journal Publications, 2540
Olentangy River Rd., Box 3330, Columbus, OH 43210; 614-447-3665; fax 614-447-
3745: support(@services.acs.org.

Proofs. The contact/corresponding author of an accepted manuscript will receive e-mail
notification and complete mnstructions when page proofs are available for review via a
secure Web site. The PDF proof made available for review is of publication quality so
that authors may see a true representation of both the text and the graphics prior to
publication. Feature, Viewpoint, and Letter to the Editor proofs may be handled through
the Managing Editor.

Page proofs should be checked carefully against the manuscript (in particular, all tables,
graphics, captions, equations, and formulas), as this is not done by the Journal
Publications office, and the corrections should be returned as soon as possible. No paper
1s released for ASAP publication until the author’s changes have been made or the
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author’s approval has been received. All corrections, revisions, and additions must be
listed with their location clearly identified.

Routine rephrasing of sentences or additions are not permitted at the page proof
stage: Authors are expected to finalize word choice in the review stage. At the page
proof stage alterations are restricted to minor typographical or grammatical corrections,
such as fixing editorial mistakes, spelling mistakes, and so on. Substantive changes in
interpretation or corrections of data, or other important changes. including changes to the
title or the list of authors, are subject to editorial review and may delay or cancel
publication.

ASAP publication. Accepted manuscripts will be published on the “Articles ASAP”
page on the Journal Web site as soon as page proofs are corrected and all author concerns
are resolved. Publication on the Web usually occurs within 1-4 days of receipt of page
proof corrections, and this can be well in advance of the cover date of the printed issue.
ACS considers publication to the web as the article of record, as it is completely citable
using the DOI 10.1021/esXXXXXXX.

E-prints and reprints. Under the ACS Articles on Request policy, the Society will
provide (free of charge) to all contributing authors a unique URL within the ACS Web
site that they may e-mail to colleagues or post on external Websites. These author-
directed links are designed to facilitate distribution of an author’s published work to
interested colleagues in lieu of direct distribution of the PDF file by the author. The ACS
Articles on Request policy allows 50 downloads within the first year after web
publication and unlimited access via the same author-directed links 12 months after web
publication.

The ACS AuthorChoice option establishes a fee-based mechanism for authors or their
research funding agencies to sponsor the open availability of their articles on the Web at
the time of online publication. Under this policy, the ACS as copyright holder will enable
unrestricted Web access to a contributing author’s publication from the Society’s Web
site 1n exchange for a fixed payment from the sponsoring author. ACS AuthorChoice will
also enable participating authors to post electronic copies of published articles on their
own personal Web sites and institutional repositories for noncommercial scholarly
purposes and allow immediate open access to an article as soon as 1t 1s published on the
ACS Web site. For more details on ACS AuthorChoice, please visit
http://pubs.acs.org/4authors/authorchoice/index html.

When authors are sent the proof of their paper, they will receive a link to a website where
they may order author reprints. They may also call Cierant Corporation, 866-305-0111
from 9 am to 5 pm EST. Reprints will be shipped within 2 weeks after the issue
publication date. Neither the editors nor the Washington ACS Office keeps a supply a
reprints.

Manuscript Format and Expectations

ES&T divides its manuscripts between two sections of the journal: research and front
matter. The research section includes research Articles, Policy Analysis, Critical
Reviews, Correspondence/Rebuttal, and Additions and Corrections. Manuscripts are
initially reviewed by the assigned editor and, if appropriate, by other scientists who
assess the significance, originality, and validity of the work. The Editor-in-Chief and
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Associate Editors, listed in the masthead, are responsible for all research material
published in ES&T.

The front matter consists of Features, Viewpoints, and Letters to the Editor, along with
staff-written Comments, annual informational content, and occasional Perspectives for
special issues. The Managing Editor handles all front matter.

This section of the Instructions addresses the content expected of each manuscript type.
Detailed instructions as to format and style then follow, ending with a summary and
checklist by manuscript type. Authors are reminded to heed the word limits noted above.

Research Articles. These manuscripts, with a 7000 word-equivalent limit, are reviewed
papers concerning the scientific understanding of natural environments and engineered
environmental systems and technologies. ES&T focuses particularly on the chemistry of
processes in the environment, including those affected by human activities. This includes
biological and physical phenomena as well as mathematical and computational methods
that are specifically relevant to the understanding and management of the environment.
ES&T also publishes papers that describe significant scientific advances or novel
technologies for remediation, control, and pollution prevention. Research articles are
assigned to one of the following sections: characterization of natural and affected
environments, environmental processes, environmental modeling, environmental
measurements methods, remediation and control technologies, sustainability engineering
and green chemistry, energy and the environment, and ecotoxicology and human
environmental health.

ES&T strives to publish only original work of broad scientific significance and
environmental importance. Originality is defined as new experimental data, new
interpretations of existing data, or new theoretical analyses of environmental phenomena.
Significance will be judged with respect to the breadth of impact of the reported findings.
Manuscripts that report data of a routine nature will not be accepted. For example,
papers that report only values of molecular parameters without employing them in or
demonstrating their relevance to a model will be declined. The scope of the reported data
in ambient monitoring studies must yield conclusions applicable to more than the
particular site or time when the data were taken. Studies that only describe the outcomes
of standard laboratory or field tests are not appropriate for publication in £S&T.

Articles published in ES&T must be relevant to the study of natural systems and/or
engineered environmental systems and technologies. You must make this connection
apparent — papers that fail to demonstrate their environmental relevance will be rejected,
usually without external review. For example, it 1s not sufficient that the paper describe
work on a compound that may occur in the environment if the study does not provide
information that 1s clearly related to that compound’s fate, transport, transformation or
effects in the environment. Manuscripts that emphasize analytical chemistry research
must provide a meaningful yet concise argument that the method represents an advance
that 1s needed in the environmental field. Manuscripts that do not include results from the
application of the method either to real environmental samples or to samples that
simulate environmental samples in a meaningful manner will be declined. Authors should
show that a new analytical method has been thoroughly developed and its quality
ensured.

Anexos 132



Research articles that describe advances in environmental technologies may include
works on remediation and control processes and on new processes for sustamability.
These manuscripts should mnclude evaluations performed under environmentally-realistic
conditions. Articles that describe laboratory-scale studies should make meaningful and
unbiased comparisons to existing approaches but should not make claims about the
economics or relative advantages of the technology without pilot- or full-scale validation
studies or properly validated models. Papers describing advances in treatment
technologies for remediation of contaminated environments or control of emissions
should go beyond kinetics and treatability studies by exploring the mechanisms of the
technology, or develop process models to describe the technique.

Papers in the area of ecotoxicology and human environmental health should provide
novel information on effects of chemicals or lead to new insights into the mechanisms
and processes behind effects of chemicals and other stressors. Specific attention should
be given to exposure characterization in effect studies: effect concentrations should be
based on measured exposure concentrations whenever possible.

Policy Analysis. These manuscripts present original research in environmental
management and policy, especially where science and engineering interface with public
policy. Topics include risk assessment, evaluation and design of environmental
regulations, pollution prevention and life-cycle analysis, and international environmental
trends. These contributions are peer-reviewed. The format of these manuscripts follows
the general style of research papers, with an abstract, introduction, body, discussion, and
references. However, unique section headings may be used as needed. Please limit to
7000 word-equivalents.

Criteria for ES&T Policy Analysis Policy Analysis papers can be characterized by the
three elements below. An ideal Policy Analysis paper will include all three of these
elements, integrated 1n a rigorous and innovative way to provide valuable policy mnsight
for understanding and managing human-environmental systems. However, if done well,
two out of three are acceptable.

. Explicit Policy Relevance: providing decision support or related valuable information
for near- or medium-term decisions, faced by regulatory agencies, intergovernmental
programs, industry, consumers, and/or research funders

2. Fundamental Science and/or Engineering Content: the extent to which scientific and
engineering methods are applied and extended to derive new knowledge

3. Fundamental Social Science Content: the extent to which social science methods
from law, political science, economics, psychology, and related human behavioral studies
are applied and extended to derive new knowledge.

Critical Reviews. Critical Reviews are thoroughly documented assessments of selected
areas of the environmental science and technology research literature. These are limited
to 10,000 word-equivalents. Critical Reviews generally include more than 100
references. Critical Reviews should increase readers’ knowledge through discriminating
comparisons and insightful organization of the material. Criteria for acceptability include
current importance of the field under review, thoroughness of the literature coverage,
clarity, and clear identification of research needs.
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Correspondence. Readers are encouraged to provide scholarly comment on papers
appearing in the research section. Both comments and responses are termed
“Correspondence”; both are limited to 1000 word equivalents. Comments must raise
scientific or technical questions about an article; correspondence that is mainly opinion
will not be accepted. Correspondence should be submitted within 6 months of the date of
publication of the original article. The author(s) of the original article will be allowed to
respond. Correspondence on previously published correspondence will not be considered.
Personal invective will not be tolerated. Correspondence is peer-reviewed at the option of
the Editor. Financial interests and funding sources that might detract from an author’s
objectivity should be disclosed in the cover letter. The editors will determine whether the
material disclosed to them should be published as part of the paper.

Additions and Corrections (Errata). When a correction to published material must be
made, 1t should be done quickly. ES&T 1s willing to publish corrections to long-published
work if the author provides a convincing argument; the decision rests with the Editor.
Additions are a form of Errata; they are not a mechanism for publishing updates. Errata
must be uploaded on Paragon Plus under the manuscript type Additions and Corrections.
This submission must include the authors and title of the original manuscript. It should
also include either a citation, DOI number, or the original manuscript number.

Front Matter

Features. These 5000 word equivalent maximum manuscripts provide a balanced
examination of significant developments and issues affecting the environmental
community. Features cannot have Supporting Information. Probing timely topics
from multiple perspectives—scientific, regulatory, technical—provides readers with an
authoritative and up-to-date understanding of the subject. Features are written in a
magazine or journalistic style rather than as a scientific article. Authors can assume that
the average news and features reader has had 1 vear of university-level chemistry,
physics, and environmental science/engineering. Authors must include a 3-5
sentence synopsis titled “Abstract,” written at a level comprehensible to the
scientifically literate general public.

Structure your Feature like a good lecture: begin with first principles then develop the
main theme. The introductory paragraph should speak to the content of the article, but not
in the manner of a research abstract. We suggest you read previous Features to get a feel
tor this manuscript type: http://pubs.acs.org/toc/esthag/current. Note that review of
Features differs somewhat from the review of research manuscripts. Note also that the
magazine style of a Feature permits more liberal citation to stable websites, though
authors must ensure that the content accuracy of their Feature is also supported by
relevant citable literature. If upon drafting a Feature, authors find it difficult to
exclude research data, please consider submitting a Research Article or Policy
Analysis instead. If the topic cannot be easily confined to 5000 words and/or there is
an extensive list of references, a Critical Review would be a better option. Short
manuscripts with a commentary style should be revised into a Viewpoint.

Viewpoints. These short “op-ed” style manuscripts provide authors with a venue to
comment on an issue of pressing importance to the ES&T readership community.
Viewpoints are not peer-reviewed but are subject to editorial approval. A limit of
1000 words + author affiliations + 5 references + 1 single frame figure with 50 word
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caption OR a 350 word Table will be strictly enforced — submissions exceeding this
maximum will not be considered.

Letters to the Editor. Readers are encouraged to comment on articles published in the
tront matter: Features, Viewpoints, Comments, and Perspectives. Contributions are
limited to 500 words + 250 words of references + author affiliations. They should be
uploaded within 2 months of the print publication date of the original material. The
author(s) of the original material will be allowed to reply to letters, provided they do so
rapidly. If you wish to comment on research content, please submit a Correspondence for
the research section.

Elements of a manuscript

The remarks that follow are most relevant to research articles, but should be read by all
auithors. The submission checklists by manuscript type that follow should be followed by
all authors to ensure that their manuscript meets the expectations in form. Language
assistance for non-native English speakers can be obtamned from
http://pubs.acs.org/page/4authors/tools/language editing. html.

Title. Use specific and informative titles. Titles should briefly convey the subject of the
paper: a 20-word title 1s too long. If trade names are used, give generic names in
parentheses. Key words in titles assist in effective literature retrieval.

Authorship. List the first name, middle initial(s), and last name of each author. Omit
professional and official titles. An author’s affiliation should be based on where they
were when the work was performed. When the present address of an author 1s different,
include the new information in a footnote. In a paper with more than one author, the
name of the corresponding author, to whom post-publication inquiries should be
addressed, carries an asterisk (*). Provide an email address for the corresponding author:
include telephone and fax numbers, if possible.

Abstract. A 150-200-word abstract must accompany Article, Policy Analysis, or Critical
Review manuscripts. Describe the purpose, methods or procedures, significant new
results, and conclusions. Do not break the abstract into sections. Define any abbreviations
used in the abstract. Write for literature searchers as well as journal readers. Include
major quantitative data 1if they can be stated briefly, but do not include background
material. Do not include reference numbers in the abstract. For Features, include a 3-5
sentence synopsis titled “Abstract”, written at a level comprehensible to the scientifically
literate general public.

TOC/Abstract Art. As noted above, TOC/Abstract art appears next to the abstract and 1s
mandatory for Articles, Policy Analyses, Critical Reviews, and Features. TOC/Abstract
Art presents a “visual abstract” of the research and must accompany the manuscript at
submission. The graphic can be illustrative or photographic.

Text. Consult a current 1ssue for general style. Assume your readers to be professionals
who are not necessarily expert in your particular field; spell out all acronyms on first use,
even if this was done in the abstract. ES&T does not allow footnotes, with the exception
of an author information footnote on the title page.
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When you prepare a manuscript, use the document mode or its equivalent m the word-
processing program; that 1s, do not save files in “Text Only” (ASCII) mode. Do not
include any page-layout instructions such as placement information for graphics in the
file. Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to break lines of text. Do
not insert spaces before punctuation. References must conform to the format printed in
the journal and must include titles. Ensure that all characters are correctly represented
throughout the manuscript: for example, 1 (one) and 1 (ell), 0 (zero) and O (oh), x (ex)
and x (multiplication sign). Please ensure that “Track Changes” or other editing content
is disabled upon submission.

Write concisely. Heed the word limits; a request to exceed them will result in very critical
editorial review. Do not repeat information, graphics, or tables that have appeared
elsewhere. Use illustrative data rather than complete data where appropriate. Shorten
manuscript text by designating appropriate material as Supporting Information (see
below).

Divide the article into sections, three are often sufficient: Introduction, Experimental, and
Results and Discussion (see below). Do not use footnotes: include the information in the
text. Number all pages of the manuscript.

Introduction. Clearly state the purpose and significance of the research and put it into
the context of earlier work in the area. Do not attempt a complete survey of the literature.
If a recent article has summarized work on the subject, cite that article only, and not the
sources 1t cites. In general, the itroduction should be no more than 2 double-spaced
pages without figures or tables and should include fewer than 20 references.

Experimental (Materials and Methods). In this section, describe pertinent and critical
factors involved in the experimental work but avoid excessive description. In many cases,
details not essential for understanding the paper can be placed in Supporting Information.
Do not submit drawings of standard apparatus that can be succinctly described in the text.
List and describe preparation of special reagents only. Omit details of procedures that are
common knowledge to those in the field or that you have published previously. A brief
mention of published procedures may be included: leave details to the literature cited.

Results and discussion. Here you can discuss vour findings, postulate explanations for
data, elucidate models, and compare your results with those of others. Be complete but
concise. Avoid rrelevant comparisons or contrasts, speculations unsupported by the new
information presented in the paper, and verbose discussion. Results and discussion may
be combined or separated.

Do not include a Conclusions or Summary section in research Articles. Include major
conclusions in the body of the Results and Discussion sections.

Tables. Tables should be furnished with appropnate titles of one phrase or sentence:
details or definitions should be placed at the bottom. Tables should be numbered
consecutively with Arabic numbers (i.e., 1, 2, . . .). Double-space them with wide
margins, and prepare tables in a consistent format. Tables may be created using a word
processor’s text mode or table format feature. The latter 1s preferred. Ensure that each
data entry 1s m 1ts own table cell. If the text mode 1s used, separate columns with a single
tab and use a hard return at the end of each row.
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Graphics and web-enhanced objects. To facilitate the publication process, please
submit manuscript graphics using the following guidelines:

L. The preferred submission procedure 1s to embed graphic tiles in a Word
document. It may help to print the manuscript on a laser printer to ensure all artwork 1s
clear and legible.

2. Additional acceptable file formats are: TIFF, PDF, EPS (vector artwork) or CDX
(ChemDraw file). If submitting individual graphic files i addition to them being
embedded i a Word document, ensure the files are named based on graphic function (i.e.
Scheme 1, Figure 2. Chart 3), not the scientific name. Labeling of all figure parts should
be present and the parts should be assembled into a single graphic.

. EPS files: Ensure that all fonts are converted to outlines or embedded in the
graphic file. The document settings should be in RGB mode. NOTE: While EPS files are
accepted, the vector-based graphics will be rasterized for production. Please see below
tor TIFF file production resolutions.

3. TIFF files (erther embedded in a Word doc or submitted as individual files)
should have the following resolution requirements:

- Black & White line art: 1200 dp1
- Grayscale art (a monochromatic 1image containing shades of gray): 600 dp1
. Color art (RGB color mode): 300 dp1

. The RGB and resolution requirements are essential for producing high-quality
graphics within the published manuseript. Graphics submitted in CMYK or at lower
resolutions may be used, however, the colors may not be consistent and graphics of poor
quality may not be able to be improved.

. Most graphic programs provide an option for changing the resolution when you
are saving the image. Best practice 1s to save the graphic file at the final resolution and
size using the program used to create the graphic.

4. Graphics should be sized at the final production size when possible. Single
column graphics are preferred and can be sized up to 240 points wide (3.33 in.). Double
column graphics must be sized between 300 and 504 points (4.167 in. and 7 mn.). All
graphics have a maximum depth of 660 points (9.167 n.) including the caption (please
allow 12 pts for each line of caption text).

. Consistently sizing letters and labels in graphics throughout your manuscript will
help ensure consistent graphic presentation for publication.

5. A graphic should be submitted for use as in the Table of Contents and Abstract.
This graphic should give the reader a quick visual representation of the essence of the
paper without providing specific details. The best images for these uses are simple,
relatively free of text and technical characters. and make use of color for visual impact.

6. For more information, please visit
http://pubs.acs.org/page/4authors/submission/index.html.

Our online environment provides for the inclusion of “Web Enhanced Objects™ such as
video and 3D images. Information regarding these multimedia may be found at
http://pubs.acs.org/page/4authors/submission/weo.html.
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Nomenclature. Nomenclature should conform to current American usage. When
possible, authors should use systematic names similar to those used by Chemical
Abstracts Service (CAS) or [IUPAC. Chemical Abstracts (CA) nomenclature rules are
contained in Appendix IV of the current Chemical Abstracts Index Guide. The ACS
website has links to nomenclature recommendations at www.acs.org. [IUPAC
recommended nomenclature 1s available at www.chemgmw ac.uk/tupac.html. For CA
nomenclature advice, contact answers(@cas.org. Use SI units as much as possible — if you
must use Imperial or U.S. units, place the SI equivalent in parentheses after the first use.
For specialized nomenclature, include a nomenclature section at the end of the paper.
giving definitions and dimensions for all terms. We suggest that you provide the CAS
numbers of less familiar compounds. If subscripts and superscripts are necessary, place
them accurately. Avoid trivial names. Trade names should be defined at the point of first
use (registered trade names should begin with a capital letter).

Formulas and equations. Chemical formulas should correspond to the ACS Style Guide.
Chemical equations should be balanced and numbered consecutively along with
mathematical equations. Mathematical arguments should be as brief as possible.

Safety. Please call special attention, both in your manuscript and in your correspondence
with the Editors, to safety considerations such as explosive tendencies, precautionary
handling procedures, and toxicity.

Acknowledgments. Include essential credits in an Acknowledgment section at the end of
the text. Meeting presentation data or other information regarding the work reported are
included here. Sources of financial support must be acknowledged. We remind you that
all authors must read and adhere to ACS’s Ethical Guidelines to Publication of Chemical
Research. If any possibility of a conflict of interest exists, financial, personal or scientific,
real or percerved, describe it here. If it 1s complex, refer to it here and describe it in detail
in the Supporting Information.

References. Literature references must be numbered with Arabic numerals in the order of
their first citation in the text, and the corresponding numbers must be inserted at the
appropriate locations in the text. The corresponding text numbers must be presented as
superscript, closed up to the last character, and outside any punctuation marks. Provide
for review copies of any references that are in obscure publications or are unpublished.
Avoid references to works that have not been peer-reviewed. Give complete information,
using abbreviations for titles of periodicals as in the CAS Source Index (CASSI) or The
ACS Style Guide, 3rd ed., 2006. Periodical references should contain authors” surnames
followed by initials, title, journal abbreviation, year, volume number, and page range.

Reference styles. Research manuscripts, Features, and Viewpoints use the same
reference style. Authors are encouraged to use peer-reviewed works and books. This list

1s meant as a style guideline/template, but for clarification, please refer to The ACS Stvle
Guiide, 3rd ed.. 20006.

Journal article
Travis, E. R.; Hannink, N. K.; van der Gast, C. J.; Thompson, . P.: Rosser, S. J.;
Bruce, N. C. Impact of transgenic tobacco on trinitrotoluene (TNT) contaminated
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soil community. Fnviron. Sci. Technol. 2007, 41 (16), 5854-5861; DOI
10.1021/es070507a.

Book with author
Criss, R. E. Principles of Stable Isotope Distribution; Oxford University Press:
Oxford, UK., 1999.

Book with editors
Coghill, A. M., Garson, L. R., Eds. The ACS Style Guide, 3rd, ed.; Oxford
University Press: New York, 2006.

Chapter in edited book
Snape, 1.; et al. Contamination, regulation, and remediation: an introduction to
bioremediation of petroleum hydrocarbons in cold regions. In Bioremediation of
Petroleum Hydrocarbons in Cold Regions; Filler, D. M., Snape, 1., Bames, D. L.,
Eds.; Cambridge University Press: New York 2008; pp 1 [137.

Thesis
Masson, J.-F. Surface plasmon resonance sensors for biochemical and chemical
monitoring. Ph.D. Dissertation, Arizona State University, Tempe, AZ. 2005,

Institutional report (e.g. U.S. or international government; private institution)
Biofuels: DOE lacks a strategic approach to coordinate increasing production
with infrastructure development and special needs;, Highlights of GAO-07-713:
United States Government Accountability Office: Washington, DC, 2007;
www.gao.gov/new.items/d07713.pdf.

Law
Energy independence and security act of 2007. Public Law 110-140, 2007;
http://frvebgate access.gpo.gov/cgi-
bin/getdoc.cgi?dbname [J110_cong_pu

Legal decision
State of New Jersey v. EPA, No. 05-1097 (D.C. Cir. Feb 8, 2008).

Website [Thomepage
Environmental Science & Technology Website;
http://pubs.acs.org/journals/esthag/index html.

Webpage within a large site
Tracking the millennium goals [Imap;
www.mdgmonitor.org/map.cfim?goal O6&indicator T D&cd[]

For references to journal articles, an issue number after volume number is helpful but not
mandatory. DOI numbers are also helpful but not mandatory unless that is the only
identifying information for an article in press or published online (e.g.. ASAP).

Citing by DOI

For work published online (ASAP) and work submitted for publication (e.g., submitted:;
in press), the DOI should be furnished in addition to the standard bibliographic

information. Authors are given instruction for citing work by DOI in an email
communication when manuscript proofs are made available. A DOI is assigned to each
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manuscript and should be in the form http://dx.doi.org/10.1021/om000000a. DOL is an
accepted form of citation before and after the article appears in an issue.

The accuracy of the references is the responsibility of the author(s). Reference accuracy
is critical because readers have the ability to link to the original literature. References to
personal correspondence or to unarchived material obtained from the web are
discouraged. “Anonymous” is not acceptable as an author: if the author is unknown, list
the reference by company, agency, or journal source. Do not list references as “in press”
unless they have been formally accepted for publication — in that case determine if a DOI
has been assigned and include it with the reference. The Associate Editor should be
informed whether a paper on a related topic is in press from the same group as the paper
submitted to ES&T. In citing submirted manuscripts, it is inappropriate to specify the
name of the publication considering the manuscript.

Supporting Information. Authors are encouraged to shorten the text of research
manuscripts by using the Supporting Information (SI) to present ancillary information
and material of interest mainly to specialists. In particular, the Experimental Section
should provide the detail needed for the reader to determine whether the interpretations
are supported by the data, but experimental details. including schematics of apparatus and
maps of study sites, should be reported in SI. Detailed calculations, derivations,
databases, and ancillary spectra should appear in SI. Authors are strongly encouraged to
provide detailed data (as graphics and/or tables) in SI to support data presented in
summary form or parameters extracted from the data that appear in the main text.
However, please do not indiscriminately place large amounts of extraneous data and
other materials in Supporting Information.

Supporting Information is not permitted for Features, Viewpoints, Letters to the
Editor, Correspondence, or Errata.

SI should be formatted with a cover sheet listing authors, manuscript title, and the
number of pages, figures, and tables. SI pages must be numbered consecutively, starting
with page S1. Tables and figures should be numbered Table S1-Sn. Figure S1-Sn. A
one- or two-sentence description of the SI section should appear in the main manuscript
immediately after the Acknowledgments.

This material will appear in the electronic version of the paper on the ES&T website, and
its availability will be noted in the printed version of the journal. SI is available to
everyone who accesses the ES&T website, and it will be archived. It is also indexed and
abstracted by CAS.

A list of acceptable electronic file types for SIis given on the web submission site with a
list of viewers available at http://pubs.acs.org/page/4authors/tools/viewers.html. All SI
files of the same type should be submitted as a single file (rather than as a series of files
containing individual images or structures). For example, all SI available as PDF files
should be contained in one PDF file, if possible, and all CIFs should be submitted as a
single file. Where appropriate, SI should be consolidated into a single word-processing

tile with graphics copied and pasted (embedded).

Directions for Data Deposition, Computer Codes and other material

A primary research report should contain sufficient detail and reference to public sources
of information to permit the author's peers to repeat the work. When requested, the
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authors should make a reasonable effort to provide samples of unusual materials
unavailable elsewhere, including, but not limited to, clones, microorganism strains,
antibodies, computer codes, etc., to other researchers, with appropriate material transter
agreements to restrict the field of use of the materials so as to protect the legitimate
interests of the authors.

Sequence data. DNA sequence data must be submitted to GenBank
(http://www.ncbi.nlm nih gov/genbank/), EMBL Nucleotide Sequence Database
(http://www.ebi.ac.uk/embl/) or the DNA Data Bank of Japan
(http://www.ddbj.nig.ac.jp/).

Protein sequence data should be deposited with the Protein Identification Recourse at
Georgetown University Medical Center, Washington (http://pir.georgetown.eduw/), the
European Bioinformatics Institute (EBI) (http://www ebi.ac.uk/) or the Swiss Institute of
Bioinformatics (http://www isb-sib.ch).

Microarray Data. Manuscripts that present microarray data should follow the MIAME
(Minimum Information About a Microarray Experiment) guidelines
(http://www.mged.org/miame). Data must be submitted to the GEO (Gene Expression
Omnibus) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) or ArrayExpress Archive

(http://www .ebi.ac.uk/arrayexpress) databases.

For sequence data and microarray data the relevant accession numbers should be
available at the time that the revision 1s submitted and should be listed at the end of the
Experimental section in the revised version of the manuscript.

Data from proteomics experiments. Proteomic experiments must meet the standards
established by the Journal of Proteome Research. More information is available in the
Publication Guidelines for the Analysis and Documentation of Peptide and Protein
Identifications

(http://pubs.acs.org/paragonplus/submission/jprobs/jprobs_proteomics guidelines.pdt).
Protein sequences should be handled in the same way as described above and accession
number and database source should be included.

Computer codes. When computer codes are developed or used and are an essential part
of a manuscript. sufficient detail must be given, either within the paper or in the
Supporting Information. Types of languages that are used in the computer codes,
compiler/interpreter, and operating system with a specific version must be provided or
properly cited. Upon request, after appropriate material transfer agreements to restrict the
use of the materials so as to protect the legitimate interests of the authors, codes, and
input data must be made available for others to validate the calculations. Regardless the
fact that the source code is open or closed source, it must be properly cited in the
References and Footnotes.

Computational chemistry calculations. When computational chemistry calculations
are performed, input data must be given either within the paper or in the Supporting
Information, including force field parameters, equations defining the model (or references
to where such material is available in the open literature), methods and approaches, and
basis sets. If the software used for calculations is generally available, it must be properly
cited in the references and footnotes. References to the methods upon which the software
1s based must also be provided.
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Summary and Submission Checklist by Manuscript Type

Authors are encouraged to check that their manuscript includes all of the items listed
below. (Any items in parentheses are optional). Text shaded in gray constitutes the
indicated word equivalent limit. Details as to their formatting mayv be found in this
document above and via the ACS Author and Reviewer Resource at
http://pubs.acs.org/page/4authors/index.html.

Feature — 5000 Word Equivalents
—shaded areas included in word count

Description: Balanced examination of significant developments relevant to environmental science &
technology community; written in magazine style, assuming one year of university-level physical and
environmental sciences/engineering knowledge; peer-reviewed.

Item Notes Check

EMAIL TO MANAGING EDITOR
BEFORE SUBMISSION (AND WAIT
FOR REPLY) TF MANUSCRIPT
UNINVITED; authors who have been in
contact with other editors of the journal
still need to email the Managing Editor
with a proposal

Query Letter

Title Magazine style — approachable and inviting

to generalists

Author(s) with affiliations

Indicate corresponding author with *

TOC/Abstract Art

MANDATORY UPON SUBMISSION

Abstract

3-5 sentences written for a lay audience

Text, figures, tables. boxes.

Clearly label figures and tables within
document, not just in file name

(Acknowledgements)

Author(s) biographical statement

Institutions and titles plus any other
information not to exceed 200 words

References

NO SUPPORTING INFORMATION

Contact Office (questions &
topic approval)

Managing Editor,
ACS, Washington, DC

Viewpoint — 1000 Words + Five References + One Single Frame Figure and 50

word caption OR One 350 word Table + Author Affiliations
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—shaded areas included in word count

Description: Short commentary on issue of interest to ES&T readership; written “op-ed” style; not on
matter published in ES&T; not peer-reviewed, but subject to editorial approval; Viewpoints not adhering
to the length restrictions will not be considered.

Item Notes Check
Title Concise and brief
Author(s) with affiliations. Indicate corresponding author with *
Text 1000 WORDS MAXITMUM
Figure OR Table ONE MAXIMUM, SINGLE FRAME
— 50 word caption max
OR
ONE 350 WORD TABLE
References FIVE MAXIMUM
NO TOC ART OR SI
Contact Office (questions) Managing Editor,
ACS, Washington, DC

Letter to the Editor — 500 Words + 250 Words of References + Author
Affiliations
—shaded areas included in word count

Description: Brief comment on Feature, Viewpoint, or Comment previously published in ES&T within 6
months of previous piece’s publication; subject to editorial approval

Item Notes Check
Author(s) with affiliations Indicate corresponding author with *
Text Include citation/DOI of Feature, Viewpoint,
Comment, or News 1n question. 500
WORDS MAXTMUM.
References 250 WORDS MAXIMUM
NO TOC ART OR SI
Contact Office (questions) Managing Editor,
ACS, Washington, DC

Research Article — 7000 Word Equivalents
—shaded areas included in word count

Description: Completed and fully interpreted results of original and significant research relevant to
environmental science and technology; peer-reviewed.

Item Notes Check

Cover Letter INCLUDE RATIONALE AS TO WHY
MANUSCRIPT IS APPROPRIATE FOR
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ES&T

Title Concisely informative

Author(s) with affiliations Indicate corresponding author with *
TOC/Abstract Art MANDATORY UPON SUBMISSION
Abstract 150-200 words

Text, figures, tables.

Clearly label figures and tables within
document, not just in file name.

DO NOT INCLUDE
SUMMARY/CONCLUSION SECTION.

Acknowledgements
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Apéndice 1 — Pontos de coleta

Reservatério Atlantico Ponto Atlantico
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Apéncice 2 - Bairros da cidade de Goiania sob influéncia dos reservatérios

Senac, Serrinha, Atlantico e Cristina

Reservatorio Senac (R1)

Reservatoério Serrinha (R2)

Bairro Feliz; Bairro Santo Hilario |, II;
Centro; Chacara Santa Barbara; Chacaras
Botafogo; Colbnia Santa Marta; Jardim
Califérnia Industrial; Jardim Dom Bosco;
Jardimm Moema; Jardim Novo Mundo
(Parcial): Qds 121 a 123, 155 a 159, 168 a
175, 180 a 236, 216A; Parque Industrial de
Goiania; Pedroso; Setor  Aeroporto
(Parcial); Setor Bueno (parcial): Qds 1 a 36;
Setor Coimbra; Setor Colemar Natal e
Silva; Setor Elisio Campos; Setor Oeste
(parcial): Qds BO a B5, C0O a C5, DO a D5,
FO a F5, GO a G5, HO a H5,J1 aJ2, Rl a
R32; Setor Universitario (parcial): Qds 52
A, 52 a 57, 61, 62, 66, 68, 89A, 107A,
107B, 107C; Setor Vila Nova; Setor
Coronel Cosme; Vila Martins; Vila Morais;
Vila Oswaldo Rosa; Vila Romana; Vila Sao
Pedro; Vila Viana; Vila Yate.

Parque Acalanto; Parque Amazobnia (parcial):
Qds 1 a 138, 154 a 196; Parque Santa Cruz;
Privé Atlantico; Setor Bela Vista (parcial) Qds.
S1 a S12, S17 a S26, S29 a S31, S1A a S5A,
S9A a S20Q; Setor Bueno (parcial) Qds 603 a
620; Setor Nova Suica: Qds 603 a 620; Setor
Pedro Ludovico (parcial): Qds 58, 59, 61,
68,69, 72 a 117, 192 a 211; Setor Serrinha;
Vila Alto da Gléria; Vila Legionarias; Vila
Redencéo (parcial): Qds 1 a 48, 71 a 86, 72A,
83A, 83B; Vila Rosa.

Reservatério Atlantico (R3)

Reservatoério Cristina (R4)

Araguaia Parque; Bairro Anhanguera;
Chacara Dona Gé&; Condominio Green-
Ville; Condominio Rio Formoso;
Condominio  Vila Luciana; Conjunto
Cachoeira Dourada; Conj. Res. Monte
Carlo; Jardim América (parcial): Qds 310 a
316, 329 a 334, 348 a 362, 368 a 383, 389
a 404, 410 a 438; Jardim Ana Lucia
(parcial): Qds 4, 10, 14, 18, 22; Jardim
Atlantico; Jardim Europa; Jardim Planalto;
Jardim  Presidente; Jardim Tancredo
Neves; Jardim Vila Boa; Jd. Florenca;
Lorena Park; Luana Park; Parque
Anhanguera | e II; Parque Oeste Industrial;
Parque Paraiso; Parque Amazonia
(parcial): Qds 197 a 227, 139 a 153, 142A,
145A, B.; Residencial Goiania Viva;
Residencial Eldorado; Residencial
Granville; Setor Celina Parque; Setor
Faicgalvile I, 1l e Ill; Setor Sudoeste (parcial):
Qds 187, 188, 155, 156, 194 a 200, 202 a
204; Setor Ulisses Guimardes; Solange
Parque I, Il e Ill; Vila Alpes; Vila Alvorada;
Vila Bela; Vila Maua (parcial): Qds 39 a 49;
Vila Novo Horizonte; Vila Rezende; Vila
Unido.

Jd Nova Esperanca (parcial): Qds 21, 22, 101
a 146, 150 a 184, 184A, 170A, 130A a 134%;
Setor Empresarial; Setor Sevene; Vila Cristina;
Vila Maria Dilce; Vila Séo José (parcial). Qds:
I, XI, 500, 502 a 507, 510 a 513, 515 a 522;
Zona Ind. Pedro Abréo; Vila Finsocial (parcial)
Qds: 53 a 84, 56A, 572, 60A, 75A, 78A; Bairro
Aeroviario (parcial): Qds 562, 563, 1 a 5, 10 a
16, 18A a 18C, 25 a 28, 26A, 33; Chacara
Nossa Sra. Da Piedade; Chéacara Retiro;
Fazenda Caveira; Granja Cruzeiro do Sul;
Jardim Diamantina; Jardim dos Eucaliptos;
Jardim Guanabara |V; Panorama Parque;
Recanto Morada dos Sonhos; Residencial
Felicidade; Residencial Malibd; Setor Bonfim;
Setor Campinas (parcial): Qds 1 a 91; Setor
Centro Oeste; Setor Criméia Leste; Setor
Criméia Oeste; Setor dos Funcionérios; Setor
Gentil Meirelles; Setor Goiania Il; Setor Jag;
Setor Marechal Rondon; Setor Negrdo de
Lima; Setor Norte Ferroviario; Setor Vila Nova,;
Setor Santa Genoveva; Setor Perim; Setor
Progresso; Setor Urias Magalh@es; Vila Abajg;
Vila Ana Maria; Vila Benjamin Gomes; Vila
Clemente; Vila Fernandes; Vila Frées; Vila
Irany; Vila lzaura; Vila Jacaré; Vila Jaragué;
Vila Maria; Vila Megalle; Vila Monticelli; Vila
Mutum; Vila Nossa Sra. Aparecida; Vila Ofugi;
Vila Para; Vila Paraiso; Vila Perdiz; Vila Santa
Cruz; Vila Santa Helena; Vila Santana; Vila
Sao Francisco; Vila Sao Paulo; Vila Vera Cruz;
Vila Viandelli; Vila Xavier.
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Apéndice 3 — Ensaio em placa de lise

Controle
Celular

Controle
Celular

Ensaio em Placa de Lise. Nas setas sdao mostras as placas
formadas, que sdo contadas para fazer o célculo final em
PFU/mL; ao lado, ensaio exibindo o controle celular, onde
nao pode aparecer placas de lise celular.
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Apéncide 4 — Ensaio citotoxico em placa de 96 pocos.

A diluicdo néo-citotoxica foi de 1:6.
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Apéndice 5 - Fragmentos de pcr amplificados em gel agarose

Fragmentos amplificados de ~171 pb dos iniciadores nehexdeg3 e nehexdeg4.
Em 1, 2 e 3: fragmentos amplificados de nested-PCR; M: marcador molecular
(100 pb); CN: controle negativo; CP: controle positivo. Os produtos
amplificados foram separados por eletroforese em gel agarose 1,5%
(UltraPureTM Agarose, Invitrogen) durante 1h a 120 V e 70 mA, corados com
brometo de etideo e visualizados sob radiacdo UV e fotografados.
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Apéndice 6 — Graficos mostrando curvas de amplificagcéo

por real time pcr quantitativo (gpcr).
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Em 1: Curvas de gPCR mostradas apds corrida no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems); 2:

amplificagbes dos padrbes; 3: amplificacdo de todas as amostras, incluso NTC; 4: mostrando apenas os NTC em triplicata.

Apéndice 159



Apéndice 160





