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RESUMO

Obijetivando aferir uma possivel relagdo entre a contaminacédo de fontes aquaticas com o
manejo de animais, o presente estudo buscou detectar a presenca de rotavirus em
amostras de fezes bovinas e dguas coletadas nos municipios de Rolante, Riozinho e
Taquara, no Rio Grande do Sul. Nestas localidades, pertencentes ao Vale do Paranhana,
foram coletadas 104 amostras de agua de diferentes origens, incluindo agua de torneira,
acude, po¢o cavado, poco artesiano, arroio, rio e vertente. As coletas de agua foram
realizadas nas proximidades das propriedades rurais e nas mesmas. Além disso, foram
coletadas 38 amostras de fezes bovinas em propriedades de gado de leite. As amostras
de agua foram submetidas a um processo de concentracdo de particulas virais e 0 RNA
foi extraido seguindo metodologia padronizada. Para deteccdo de RNA genémico, foi
empregada a reacdo de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) tendo como alvo o gene mais conservado dos rotavirus, codificante da
proteina VVP6. Para avaliar a presenca de virus infeccioso, as amostras foram inoculadas
em células MA-104, HEp-2 e CRIB. Das amostras de agua, 25 (24%) continham
genoma de rotavirus, sendo 8,6% amostras do municipio de Rolante, 4,8% de Riozinho
e 10,6% amostras coletadas em Taquara. Estas 25 amostras contendo genoma viral
foram subsequentemente submetidas ao isolamento em cultivos celulares, em nenhuma
delas foi observado efeito citopatico caracteristico de rotavirus (CPE). A extracdo de
RNA desses cultivos, apos trés passagens consecutivas, ndo revelou a presenca de
genoma viral. Em relacdo as amostras de fezes examinadas, em nenhuma delas foi
detectada a presenca de genoma de rotavirus. Conclui-se que o isolamento, como
empregado no presente estudo, ndo teve sensibilidade suficiente para viabilizar seu uso
como técnica para identificar rotavirus como contaminante de aguas. Vinte e quatro por
cento das amostras de agua continham rotavirus, mas sua origem ainda deve ser
determinada.

PALAVRAS-CHAVE: Rotavirus, &gua, deteccdo, contaminacdo ambiental,

gastrenterite.



ABSTRACT

The aim of present study was to assess a possible relationship between the
contamination of water sources with animal husbandry in the region. In the localities
belonging to Paranhana valley, the municipalities of Taquara, Rolante e Riozinho, were
collected 104 water samples from different sources including tap water, ponds, dug
wells, boreholes, streams, river and slopes. The water samplings were conducted in the
vicinity of farms and on them. In addition, 38 fecal samples were collected from cattle
dung from animals on propertie of dairy in Taquara.Water samples were subjected to a
process of viral particles concentration and RNA extraction following standard
methodology. For genomic RNA detection, were used reverse transcriptase followed by
polymerase chain reaction (RT-PCR) targeting the most conserved gene of rotaviruses,
gene encoded the viral protein 6 (VP6).To evaluate the presence of infective viruses
samples were inoculated on MA-104 cells, HEp-2 and CRIB. Of all water samples, 25
(24%) contained genome of rotavirus, 8,66% samples from Rolante, 4,81% samples
from Riozinho and 10, 59 samples collected on Taquara. The 25 samples containing
viral genome which all were subsequently subjected to isolation in cultured cells, none
were observed cytopathic effect typical of rotavirus (CPE). RNA extraction of these
inoculations after three consecutive passages did not reveal the presence of rotavirus
genomes. Regarding the stool samples, none were detected presence of rotavirus
genome. Viral isolation, as used in this study did not have sufficient sensitivity to
enable its use as a technique for rotavirus identification as water contamination.

KEYWORDS: Rotavirus, water, detection, environmental contamination,

gastroenteritis.
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1. INTRODUCAO
A distribuicdo dos virus entéricos em diferentes regiées geograficas do mundo

esta estreitamente relacionada ao desenvolvimento socioecondmico (BANERJEE et al.,
2007; GLASS et al., 2006). Estes podem estar presentes naturalmente em ambientes
aquaticos, mas mais comumente sua presenca deve-se a atividades humanas que acabam
por levar residuos as fontes de aguas. Estas atividades podem ser desde fossas sépticas e
esgotos até escoamento de dejetos agricolas (FONG & LIPP, 2005).

A persisténcia de rotavirus (RV) em ambientes aquaticos e solo, bem como sua
resisténcia a processos de desinfeccdo, faz com que sua disseminacdo e transmissdo
sejam facilitados (RZEZUTKA e COOK, 2004; HIINEM et al., 2006). As
concentracOes de virus em amostras ambientais sdo baixas, tanto devido a incapacidade
de se replicar sem uma célula hospedeira como pela degradacdo continua e efeitos de
diluicdo (APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 2009). Todavia,
em contraste com a maioria das infec¢fes bacterianas, mesmo pequenas quantidades de
virus sdo suficientes para estabelecer uma infeccdo em um novo hospedeiro
(LINDESMITH et al., 2003). Ainda alguns estudos confirmam a ocorréncia de virus
entéricos em aguas subterraneas, que também sdo consumidas, e acreditase que possam
contribuir para gatroenterites (ABBASZADEGAN et al., 1999; FOUT et al., 2003).

As consequéncias da contaminagdo de mananciais e da utilizacdo de tratamentos
que nem sempre apresentam resultados eficazes, podem ser constatadas quando no
mundo todo, 88% das doencas diarréicas ainda sdo transmitidas pela agua ou estdo
relacionadas a ela (JIANG, 2006). No presente estudo buscou-se avaliar a possibilidade
de empregar a identificacdo de rotavirus como marcadores de contaminagdo ambiental

utilizando-se amostras coletadas na regido do vale do Paranhana.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Classificacao dos rotavirus
Os rotavirus estdo classificados dentro da familia Reoviridae. A familia

Reoviridae é dividida em duas subfamilias a Sedoreovirinae, com seis géneros, um dos
quais é 0 género rotavirus, Spinareovirinae, com nove géneros (Tabela 1). O género
Rotavirus é composto por cinco espécies, diferenciadas pelas letras A, B, C, D e E
(ICTV, 2012).

Um sistema adotado para classificacdo de amostras de rotavirus baseia-se na
analise de padrdo eletroforético de migracdo de segmentos genémicos de dsRNA por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Com base nos perfis eletroforéticos
obtidos, denominados eletroferotipos, foram definidos sete grupos - ou eletroferogrupos
- distintos, denominados - “A” a “G” - (PEREIRA et al., 1983; TANIGUCHI et al.,
1995; ESTES et. al., 1989; PAUL e LYOO, 1993). Os rotavirus do grupo A tem um
perfil de segmentos genémicos cuja classificacdo de segmentos (de acordo com suas
massas moleculares) (Figura 1) é a seguinte: Classe | (segmentos 1 a 4); Classe Il
(segmentos 5 e 6) ; Classe 11l (segmentos 7, 8 e 9) e Classe IV (segmentos 10 e 11).
Contudo, a classificacdo dos rotavirus ndo deve ser baseada exclusivamente em PAGE,
pois as alteracdes gendmicas frequentes (rearranjos e delecfes) resultam em alteracdes
nos padrdes de migracao.

Adicionalmente, os rotavirus podem ser classificados de acordo com o0s
proteinas que constituem o capsideo externo, a partir de um sistema de classificacao
denominado Sistema Binario de Classificacao, que se utiliza de métodos moleculares e
soroldgicos.A proteina sensivel a protease ( P ou VP4) possui 27 tipos diferentes
determinados por este método de classificacdo. A glicoproteina VP7 ( ou G) possui 15
tipos ja classificados, resultando em 405 possiveis combinacdes (LEITE et al., 2008;
ALFIERI et al., 2007).

Considerando as diferencas antigénicas na proteina viral VP6, que € a proteina
mais abundante nos virions, os rotavirus podem ser classificados em sete sorogrupos
distintos, denominados grupos A a G. Os grupos A, B e C tém sido encontrados tanto
em humanos quanto em animais. Ja os grupos D a G sdo identificados somente em
animais. Dentre estes, os grupos A, B e C incluem as amostras associadas a

enfermidades, sendo assim de grande importancia clinica, epidemiolégica e zoondtica
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(ESTES, 2007). Na grande maioria dos casos de diarréia ou até mesmo de infeccdes
subclinicas em humanos e em animais o grupo A esta envolvido. Os grupos B e C estéo
presentes de maneira menos frequente em animais causando gastroenterites, sendo o

grupo C raramente identificado em fezes de bovinos.

Tabela 1. Membros da familia Reoviridae (de acordo com o ICTV, reviséo de 2012).

Género Espécie

Cardoreovirus . .. . ]
Eriocheir sinensis reovirus

o Mimoreovirus Micromonas pusilla reovirus
o
= . .
= Orbivirus Bluetongue virus
o
o .
S Phytoreovirus Wound tumor virus
&
8 Rotavirus Rotavirus A
€ Rotavirus B
S Rotavirus C
b Rotavirus D
Rotavirus E
. Banna virus
Seadornavirus
Aquareovirus Aquareovirus A
Coltivirus Colorado tick fever virus
@ Cypovirus Cypovirus 1
c
= . . . .
2 Dinovernavirus Aedes pseudoscutellaris reovirus
o
m - - - - ’
%_ Fijivirus Fiji disease virus
()]
8 Idnoreovirus Idnoreovirus 1
z
s Mycoreovirus Mycoreovirus 1
>
wn
Orthoreovirus Mammalian orthoreovirus

Oryzavirus Rice ragged stunt virus
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Retavirus grupo A Qutros grupos
Atipicos

Tipicos Humanos Humanaos Bovinos Suinos B c D E
3 - - - - - = - - - - - H =
4 .. .. Lo o - - ]
5 - - - ) .. ] .
6 - - .. - - - . - -
7 o= - - - e - . Lo - -

8 = = - o= = = o= omom -

10 - - - - - - - - - -
11 - - -

Figural. llustracdo esquematica de padrdo de migracdo dos segmentos (600 a 3000pb) gendmicos dos
rotavirus. Eletroforese em gel de poliacrilamida (adaptado de Alfieri, 1996).

2.2. Caracteristicas moleculares dos rotavirus
Os rotavirus sdo livres de envelope e medem aproximadamente 85 nm de

didmetro (HOWLEY et al., 2001, LEITE et al., 2008). Sua denominag&o tem origem da
palavra rota, que em latim significa roda. Este nome foi adotado devido sua aparéncia
quando observado por microscopia eletronica (Figura 2). O capsideo do virus é de
simetria icosaédrica e composto por trés camadas protéicas concéntricas (capsideo
externo, intermediario e interno).

B

» ; 2 o0
VP6 VP2 dhasi Bk =13 =

Figura 2. Estrutura dos capsideos dos rotavirus. (A) Fotomicrografia obtida por microscopia eletronica de
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transmissao (Fonte: University of Liverpool). (B) Esquema mostrando a organizacdo do capsideo viral
dos rotavirus (Fonte: ViralZone, 2011)

O genoma viral é constituido por 11 segmentos de dupla fita de RNA, sendo que
cada um destes codifica uma proteina (seis estruturais e seis ndo-estruturais). A Unica
excecdo a esta regra, € o segmento 11 que codifica duas proteinas (Figura 3). Os
segmentos variam de 667 a 3,302 nt. O genoma total é constituido por 18,550pb. O
RNA mensageiro (mMRNA) tem a extremidade 5 - cap metilada mas ndo possui cauda
da poli A. Ao invés disso, mRNA possui na extremidade 3’ a sequencia consenso
UGACC que é conservada em todos os 11 segmentos. Coinfeccdo em células com
diferentes cepas de rotavirus pertencentes a0 mesmo sorogrupo podem causar um
rearranjo de segmentos, ocasionando rearranjo genético (HOWLEY et al., 2001, LEITE
et al., 2008).

Segment 1 Segment 8
. VP1 Pol =y ® NSP2 ¢
= LR = Segment 5
Safisnt2 e NSp1 = Segment 9
— s - o—[EVPT
Se L VP7(2)
gment 6 v
Segment 3 o—] VPe = S 10
5 Segment 4 B Segment 7 Segment 11
‘ Vf4 ! i 4 NSp3 B o St NSpS &
NSpé
Pe | P X p6

Figura 3. Organizacdo gendmica dos rotavirus. Extraido de ViralZone, 2012.

2.3. Proteinas virais
As proteinas estruturais (VP) sdo designadas pela sigla VP seguida por numeros
sequenciais usualmente referindo-se a massa molecular. As proteinas presentes no core
sdo: VP1 (125 kDa), VP2 (94 kDa) e VP3 (88 kDa). No capsideo intermediario
encontra-se a VP6 (46 kDa). As proteinas VP4 (88 kDa) e VP7 (38 kDa) constituem o
capsideo viral externo (Figura 3). A proteina VP1 tem fungdo de RNA polimerase RNA
dependente. A VP3 esta envolvida na adi¢ao da estrutura 5’-cap aos MRNAs (RNAs

mensageniros) possuindo atividade de guanililtransferase. A VP4 e a VP7 sdo
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responsaveis pela interacdo inicial entre virus e célula hospedeira. As proteinas nao-
estruturais (NSP) sdo encontradas em particulas virais imaturas enquanto ocorre a
replicacdo e estdo relacionadas com os processos de replicacdo e formacao da progénie
viral (LEITE et al., 2008; ALFIERI ET al., 2007)

2.4. Replicacéo viral
A adsorcdo viral ocorre mediada pela proteina VP4 ou por seus produtos de

clivagem. Estudos apontam que a interacdo célula - virion é complexa e ndo esta
totalmente elucidada (LEITE et al., 2008; ALFIERI ET al., 2007; LI et al., 2010). Sabe-
se que a proteina estrutural VP7 também desempenha papel na viruléncia dos rotavirus
e estd juntamente com a VP4 envolvida na ligacdao célula-virion. (LEITE et al., 2008;
ALFIERI et al., 2007; LI et al., 2010).

In vivo, a infeccdo é restrita as células do topo das vilosidades do intestino
delgado, sugerindo assim a existéncia de receptores especificos nessas células. Em
infeccbes in vitro, as linhagens permissivas aos rotavirus, sdo as de origem epitelial
provenientes de intestino e rins (LEITE et al., 2008; ALFIERI ET al., 2007; LI et al.,
2010, KAPIKIAN, 1990, 2010). A infectividade de algumas cepas de origem animal
depende da presenca de acido sidlico (AS) na superficie celular. Entretanto, para
algumas cepas esta condicdo ndo parece ser essencial, visto que ja houve identificacdo
de moléculas AS-independentes (PRASAD et al., 1997). Desta maneira, sugere-se a
existéncia de receptores AS-dependentes e AS-independentes (PRASAD et al., 1997).
Os RV utilizam os receptores celulares RV-A (integrinas) e Po-RV (acido sialico)
como meio de adsor¢do. Apds interacdo com 0s receptores integrina e acido sialico-
dependentes (LEITE et al., 2008; ALFIERI et al.,, 2007; ESTES, 2001, 1989), a
particula penetra no citoplasma celular por endocitose. A clivagem proteolitica da VP4
gerando o peptideo VP5 permite a penetracdo direta na membrana plasmatica. Estudos
demonstram que o virus sofre internalizacdo por endocitose célcio-dependente e seu
desnudamento ocorre por enzimas lisossomais (LEITE et al., 2008; ALFIERI et al.,
2007). A reducdo de concentracdo de calcio no interior da vesicula faz com que ocorram
mudancas conformacionais no capsideo. Nesta etapa, ocorre o rompimento da
membrana lisossomal permitindo a penetracdo da particula subviral ao citoplasma.
Nesse momento ocorre a ativacdo da transcriptase viral iniciando a transcri¢do dos 11
segmentos genémicos (LEITE et al., 2008; ALFIERI et al., 2007).
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O ciclo replicativo dos rotavirus € independente de estruturas nucleares,
ocorrendo integralmente no citoplasma celular (LEITE et al., 2008; ALFIERI ET al.,
2007). A proteina VP1 (polimerase RNA-dependente) modula a sintese de RNA viral
(LEITE et al., 2008; ALFIERI et al., 2007). Os mRNA recém transcritos atuam como
mensageiros para traducdo de proteinas e também tem funcdo de molde para sintese de
RNA de dupla fita (dsSRNA) constituinte da progénie viral. A transcricdo é denominada
assimétrica ja que todos os transcritos sdo fitas de polaridade positiva que utilizaram
como molde as fitas de sentido negativo dos RNAs gendmicos (KAPIKIAN, 1990,
2010; LEITE et al., 2008; ALFIERI ET al., 2007; LI et al., 2010). Durante a sintese
protéica, grande quantidade de proteinas estruturais e ndo estruturais (VP e NSPs)
acumulam-se resultando em incluses citoplasmaticas nas células hospedeiras chamadas
de viroplasmas (LEITE et al., 2008; ALFIERI et al., 2007) ( Figura 4).

Ocorrem estagios intermediarios a replicacdo que sdo 0s precursores das
particulas com duplo capsideo. Apds a formacdo de particulas de duplo capsideo, estas
passam do viroplasma para o interior do reticulo endoplasméatico rugoso (RER)
adjacente (LEITE et al., 2008; ALFIERI et al., 2007). A maturacdo é dependente de
concentragfes de calcio para promover a estabilizacdo das proteinas do capsideo
externo. No interior do RER a VVP7 é adicionada para formar a particula viral madura
(obtencdo de triplo capsideo). Ao final do ciclo replicativo a progénie viral é liberada
por lise celular (ALFIERI et al., 2007).

Monitorando os estagios de replicacdo viral, foi observado que apenas particulas
com triplo capsideo sdo capazes de penetrar nas células pelas quais os rotavirus
possuem afinidade. Assim, somente as particulas virais com VP4 integra, sujeita a
sofrer clivagem que dard origem a VP5 e VP8, sdo potencialmente virulentas
(ALTENBURG et al., 1980; KAPIKIAN, 1990, 2010; LEITE et al., 2008; ALFIERI et
al., 2007; LI et al., 2010).
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Figura 4. Ciclo replicativo dos rotavirus. A internalizagio ocorre por endocitose mediada por receptores
(1), a penetracdo ocorre ap6s a desestabilizacdo da particula virica e permeabilizagdo da membrana
endocitica desencadeadas pelo efluxo de célcio (2). A penetracdo direta através da membrana também
tem sido proposta (3). A transcrigdo primdria ocorre ainda no interior da particula semi-integra (4) e
resulta na producdo de mRNA para a sintese protéica (5) e para a replicacdo do genoma(6).A replicagao
do genoma (6, 7) e os estagios iniciais da morfogénese (8) ocorrem no interior de estruturas denominadas
viroplasmas, que contém RNAs, proteinas virais e particulas viras em formagdo.As particulas com duplo
capsideo formadas no viroplasma adquirem um envelope lipidico temporario ao penetrarem no RER (9).
A remocéo do envelope (10) é sequida da adi¢do da VP7, formando o capsideo externo e estabilizando as
particulas (11). Acredita-se que os virions maduros sejam liberados por lise celular (12). Fonte: adaptado
de ESTES, 2001.

2.5. Transmissao
A transmissdo viral ocorre por via fecal-oral. Altos titulos de virus séo

excretados quando ha um animal infectado com rotavirus, aproximadamente 10™
particulas por grama de fezes, sendo apenas necessarias 10 a 100 particulas para
infectar um individuo (EDITORIAL LANCET, 1975). O individuo infectado excreta
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virions nas fezes até sete dias ap0s a infeccdo (ALFIERI et al., 2004, 2007).1sso pode
levar a disseminacdo viral e infecgdo de outros animais ou humanos (BOSH, 1998;
FONG & LIPP, 2005).

O primeiro més de vida é o periodo em que 0s hospedeiros sdo mais susceptiveis
a infeccdo (LINHARES, 2008). A susceptibilidade dos animais jovens e humanos
ocorre devido a reposicdo do epitélio apical das vilosidades intestinais se d& de maneira
lenta, facilitando o ciclo replicativo viral, resultando em progénies virais (ABAD et al.,
1994; CANDEIAS, 1989). Os animais na fase adulta tornam-se mais resistentes ao
agente patogénico devido a reposicao mais freqtiente dos enterdcitos competindo com a
replicacdo viral (BISHOP, 1983). Durante a primeira semana de vida, ndo é frequente a
ocorréncia de doenca devido a presenca de anticorpos maternos passivamente
adquiridos, capazes de neutralizar o virus nesse periodo (VERSIKARI et al., 1981). Nédo
obstante, cepas mais virulentas sdo capazes de causar sinais clinicos em hospedeiros
adultos (BISHOP et al., 1983; ABAD et al.,1994).

A existéncia de portadores tanto com infeccdes subclinicas quanto os que
apresentam sintomatologia, além da resisténcia do virion ao ambiente, contribuem para
a disseminacdo do virus (LINHARES, 2000; GERBA et al., 1996; MELEG et al.,
2008). Particulas encontradas no meio ambiente como em agua de beber, alimentos e
agua de recreacdo no caso de humanos, também sdo fontes de contaminacéo.
Considerando que o tratamento da agua para consumo humano ainda ndo € eficaz no
caso dos virus, a &gua também se torna uma importante fonte de disseminacdo desses
agentes (GERBA et al., 1996; MELEG et al., 2008).

2.6. Patogenia das infec¢fes por rotavirus
O periodo de incubacédo da infeccdo varia de 16 a 24 horas, sendo uma doenca

autolimitante que, dependendo das condi¢bes do hospedeiro infectado, pode evoluir
para cura ou 6bito, dependendo de diversos fatores que podem levar a complicacfes do
quadro clinico (ALFIERI, 2007). A morte pode ocorrer por complica¢fes de infeccdes
secundarias e desidratacdo. Os individuos que evoluem para a cura desenvolvem

resposta imune frente a amostra infectante.

2.7. Sinais clinicos
A maioria das infec¢des agudas em hospedeiros jovens sdo caracterizadas por

sinais clinicos que consistem em diarréia, desidratacdo e consequente desequilibrio
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eletrolitico somado a acidose (LUNDGREN et al., 2001). A infeccdo € comumente
assintomaética ou branda; permitindo que, os hospedeiros sejam portadores e potenciais
transmissores do virus (LORROT et al., 2005). Dependendo da viruléncia de uma
determinada amostra, eventuais infeccdes em adultos podem levar a manifestacdo de
sinais clinicos tdo graves quanto as observadas em jovens (ALFIERI, 2001).

Ap0s a ingestdo do virus, estes tém tropismo pelo intestino delgado. Os virions
penetram nos enterdcitos maduros dando inicio ao ciclo replicativo do virus, o que
resulta na lise celular e descamacédo das vilosidades dos enterocitos (LORROT et al.,
2005) (Figura 3). Em decorréncia da perda das vilosidades dos enterdcitos, a reposi¢do
celular é realizada por células imaturas, células cubdides que ndo apresentam as
vilosidades desenvolvidas, as quais sdo provenientes das criptas intestinais e ndo
apresentam receptores para tal virus, gerando uma infeccdo autolimitada (ALFIERI et
al., 2007). Essa sucessdo de fatores culmina na ma absorcdo de nutrientes por parte do
individuo, sendo denominada diarréia por ma absorcdao (LUNDGREN et al., 2001). Os
enterdcitos também sdo secretores de lactase, enzima que ndo é secretada devido a
degeneracdo das células da luz intestinal, o que ocasiona falha na digestdo da lactose,
cuja sua fermentagdo ocorre devido presenca das bactérias intestinais, que por sua vez
aumenta a pressdo osmética no interior do intestino agravando o quadro de diarreia
(LUNDGREN et al., 2001).

Além do quadro de diarréia estdo relacionados a infeccdo viral os sinais clinicos
como depressdo, anorexia, vomito, desidratacdo, pelo ericado e sinais relacionados a
conseqliente acidose metabdlica (ALFIERI et al., 2007). Os sinais clinicos perduram
durante aproximadamente trés a quatro dias evoluindo para cura ou Obito
principalmente no caso de animais jovens (ALFIERI et al., 2007).

Além dos fatores ja abordados, a proteina nao-estrutural NSP4 atua como uma
enterotoxina capaz de induzir diarréia (TIAN et al., 1994, 1995; DONG et al., 1997;
MORRIS et al., 1999; ALFIERI et al., 2007). O desenvolvimento do quadro clinico que
nesses casos se assemelha ao observado em infecgbes por Escherichia coli
enterotoxigénica. A NSP4 atua no aumento dos niveis de Ca* intracelular resultando no
aumento da permeabilidade celular ao cloro, que por sua vez, é secretado (TIAN et al.,
1994, 1995; DONG et al.,, 1997; MORRIS et al., 1999;). Também desestabiliza e
interfere nas tight junctions (TIAN et al., 1996; BROWNE et al., 2000; TAFAZOLI et
al., 2001; HUANG et al., 2001, 2004). Estes fatores ocasionam a diarréia devido a

hipersecrecdo. Além desta caracteristica, a NSP4 pode atuar no sistema nervoso entérico
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estimulando a secrecdo de agua pelas células intestinais (TIAN et al., 1994, 1995;
DONG et al., 1997; MORRIS et al., 1999).

Em bovinos, o inicio da doenca € rapida e os sinais clinicos incluem depresséo,
anorexia, diarréia e desidratacdo.Um grande namero de particulas virais sdo excretados
nas fezes de animais infectados ao longo de um periodo de dois a dez dias.
(MULHERIN et al., 2008).

2.8. Imunidade
Os mecanismos imunoldgicos relacionados a resposta frente aos rotavirus nao

estdo totalmente elucidados. A imunoglobulina de mucosas IgA parece ser a
imunoglobulina de principal defesa do organismo devido sua presenga no intestino
(ALFIERI et al., 2007). As proteinas virais relacionadas com a ativacdo de resposta
imune, em especial IgG, sdo as proteinas externas VP7 e VP4 bem como a proteina do
capsideo intermediario VP6 e a ndo estrutural NSP4 (ALFIERI et al., 2007). Até o
momento ndo estd esclarecido o real papel destas imunoglobulinas na protecdo
imunoldgica contra as rotaviroses (ALFIERI et al., 2007).

Estudos demonstram que anticorpos rotavirus-especificos sdo importante
protecdo priméria contra reinfeccdo (LEITE et al., 2008; ALFIERI et al., 2007;
KAPIKIAN, 1990, 2010; LI et al., 2010). Cepas homologas ativam resposta humoral
local mais potente do que cepas heterdlogas. Além destes achados, sabe-se que 0s
linfocitos T CD8" tém funcao principal na resolucdo da enfermidade, além dos linfocitos
T CD4" que tém menor efetividade (ALFIERI et al., 2007). Citocinas e células NK estdo
envolvidas (ALFIERI et al., 2007).

2.9. Diagndstico
Diferentes métodos tém sido propostos para o diagnostico de rotavirus. A seguir

é apresentada uma breve descri¢do das técnicas atualmente mais empregadas com essa

finalidade.

2.9.1. Isolamento viral
O isolamento viral é amplamente utilizado com a finalidade de complementar

resultados de técnicas moleculares. Esse método permite aferir a viabilidade viral da
amostra. A confirmagdo acerca da viabilidade dos rotavirus era comumente realizada

pela conjugagdo de técnicas celulares juntamente com técnicas de imunofluorescéncia
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(BIRCH et al.,1983) ou citometria de fluxo (BARARDI et al., 1998). Atualmente, as
técnicas moleculares vém sendo aplicadas na detecgdo viral, que juntamente com o
cultivo e inoculacdo viral permitem a deteccéo e a viabilidade do virus (LI et al., 2010) (
Figura 5). Uma vez que a deteccdo da presenca de genomas virais ndo indica a
viabilidade da particula viral, sendo necessario para isso a utilizacdo de diagndsticos por
isolamento viral em cultivo. Em contrapartida, a deteccdo da presenca de genomas
virais ndo indica a viabilidade da particula viral, sendo para isso necessario a utilizacéo
de outros métodos diagnosticos.

Isolamento viral em cultivo é oneroso, demorado e considerado de pouco valor
pratico para diagnostico laboratorial. Usualmente sdo utilizadas células da linhagem
MA-104 (linhagem celular de rim de macaco Rhesus) ou HT-29 (linhagem celular de
tumor retal humano). As células sdo inoculadas com amostras potencialmente
portadoras de particulas virais e observadas por 5 a 10 dias, sendo realizados pelo

menos trés subcultivos sucessivos.

A B

Figura 5. (A) Imagem de microscopia Optica de efeito citopatico de rotavirus em linhagem em
monocamada de CRIB com cinco dias de inoculagdo. (B) Imagem de microscopia éptica de efeito
citopatico de rotavirus em linhagem em monocamada de MA-104 com cinco dias de inoculagéo.

Aumento de 40X em microscopia Optica.

2.9.2. Transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR)

Métodos moleculares estdo sendo empregados na genotipagem das cepas de
rotavirus. Essas técnicas possibilitam a caracterizacdo dos genotipos G e P de cepas de
amostras clinicas e ambientais circulantes em um periodo ou regido, por exemplo.

A transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase permite a
identificacdo de infeccbes mistas ocasionada por diferentes gendétipos - infeccBes

heter6logas (recombinagdo genética ou reassortment).
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2.10. Importancia econdmica
Em animais de producéo e de interesse econémico, as rotaviroses tém especial

importancia epidemiologica na criacdo de bovinos, suinos e equinos, uma vez que as
infeccbes apresentam comumente alta morbidade quando ocorridas em neonatos
(FLEWETT et al.,1978; McNULTY et al, 1978, 1980). Além disso, perdas econdémicas
importantes podem advir destas infec¢bes, ocasionando diminuicdo de ganho de peso e
mortalidade. Rotavirus sdo os principais agentes etiologicos das diarréias neonatais
bovinas e suinas, sendo que a origem da infeccdo é considerada multifatorial,
dependendo de fatores relacionados ao manejo zootécnico e sanitario (FLEWET et
al.,1978; TAKAHASHI et al., 1979; KAPIKIAN et al., 1990; CASTRUCCI et al.,
1994; KAMINJOLO et al., 1994; PEJSAK et al., 1996). A rotavirose é considerada a
principal causa de perda econdmica em criacdo de suinos (WOOD et al., 1986; WILL et
al., 1994; BELANCHE et al., 1995; PEJSAK et al., 1996).

A influéncia econémica dessa doencga reflete-se na salde publica uma vez que
héa registros de 600.000 mortes de pessoas e dois milhdes de hospitalizacdes anualmente
em todo o mundo causadas pela contaminacdo por rotavirus e subseqlente diarréia
severa (PARASHAR et al.; 2006).

2.11. Virus como indicadores de contaminacdo do ambiente
A partir da década de 80, estudos sobre virologia ambiental avancaram. Em

surtos e relatos de casos, 0s virus entéricos tém sido reconhecidos como agentes causais
de gastrenterites ndo bacterianas (BOSCH, 1998).

Os relatos sobre os rotavirus demonstram que estes permanecem infecciosos por
mais de 130 dias em aguas do mar, por mais de 120 dias em aguas de esgoto e por mais
de 100 dias no solo na temperatura de 20 a 30°C (U.S. MANUAL ON GUIDELINES
FOR WATER REUSE, 1992; JIANG et al., 2001).

Métodos moleculares baseados em Reacdo em Cadeia da Polimetase tém sido
aplicados com sucesso na deteccédo e quantificacdo de patdgenos e microorganismos em
amostras ambientais. (SCHWARZ et al., 2002; MIN et al., 2006). Entretanto, ainda ha
certas limitagcdes nos métodos de deteccdo de virus no ambiente (MELEG et al., 2008).
A baixa quantidade ou concentracdo de virus em amostras de agua requer que a agua
seja concentrada. Deste modo os fatores inibitorios presentes na agua s&o

simultaneamente concentrados juntamente com o0s virus, o que pode levar a
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interferéncia nos testes que envolvem amplificacdo de fragmentos, por exemplo. Além
disso, as reacdes de amplificagdo indicam somente a presenca de material gendémico de
virus, ndo elucidando seu potencial infectante. A viabilidade do virus reflete
diretamente no risco a saude humana e animal (KO et al., 2003; L1 et al., 2009).

Apesar da rota fecal-oral ser a principal via de infecgdo e transmissdo de
rotavirus, a 4gua tratada nas estacGes de tratamento podem conter rotavirus que tenham
sido excretados em altos numeros por individuos infectados, sendo uma importante
fonte de disseminacdo deste agente patogénico. Este fator implica em uma possivel
fonte para gastroenterites (GERBA et al., 1996; MELEG et al., 2008). A persisténcia de
rotavirus em ambientes aquaticos como agua tratada, bem como sua resisténcia a
processos de desinfeccdo, faz com que sua transmissdo seja facilitada para humanos e
animais (RZEZUTKA e COOK, 2004; HIJNEN et al., 2006).

Atualmente sdo utilizadas bactérias termotolerantes como marcadores de
contaminagéo fecal (MEDEIROS E SOUZA, 2009; WU et al., 2011), sendo que estas
persistem em solos argilosos por 30 dias. A presenca de Escherichia coli nos cursos
d’agua indica contaminacdo fecal e possivelmente presenca de parasitos e patdgenos
virais (AMARAL et al., 2003; WU et al., 2011). Entretanto a auséncia de bactérias
termotolerantes ndo exclui a presenca de virus entéricos, uma vez que estes
microorganismos persistem por periodos mais longos no ambiente. (GERBA et al.,
1996; LEY et al., 2002; GRIFFIN et al., 2003; WU et al., 2011).

Por possuir caracteristicas peculiares, os virus, em especial os livres de
envelope, possuem alta resisténcia no ambiente quando comparados &s bactérias
(PATTI, et al., 1996; CZAJKOWSKA, et al., 2008; OLSZEWSKA, et al., 2008;
FUJIOKA e YONEYAMA, 2002; SAHLSTROM, et al., 2008; CHARLES, et al.,
2009). Resistentes a adversidades ambientais, 0s virus podem resistir a variacdo de pH
entre 3 a 10, temperaturas que variam desde muito altas ( 50°C) até muito baixas, por
longos pedriodos (CZAJKOWSKA, et al., 2008; OLSZEWSKA, et al., 2008). Ha de se
considerar que estes virus resistem a metodologia adotada para tratamento de agua de
bebida vigente no Brasil (HURST et al., 1980; VINATEA et al., 2006).

Somente em casos de surtos hd a recomendacdo para avaliar a qualidade da
agua no que se refere a virus (MINISTERIO DA SAUDE N° 2914, BRASIL, 2011).

A principal limitacdo de avaliagdo dos riscos de infec¢do veiculada pela dgua
contaminada com rotavirus é a falta de dados sobre a ocorréncia e o potencial de

exposicéo para humanos (GERBA et al., 1996).
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A cada ano, virus entéricos como norovirus, astrovirus, rotavirus e virus da
hepatite A sdo responsaveis pela grande maioria das gastrenterites ndo bacterianas em
humanos (FANKHAUSER et al., 1998; MEAD et al., 1999; SAIR et al., 2002; GOFTI-
LAROCHE et al., 2003; WILHELMI et al., 2003). Estes virus sdo transmitidos por via
fecal-oral, usualmente por agua de bebida ou alimentos contaminados (BOSCH, 1998;
RICHARDS, 2001; DUBOIS et al., 2002; KINGSLEY et al.,2002).

A qualidade microbioldgica da agua é baseada em métodos quantitativos para
indicadores de bactérias termotolerantes (STRAUB e CHANDLER, 2003). Entretanto,
diversas pesquisas indicam que o monitoramento de indicadores bacterianos ndo pode
indicar presenca ou contaminacdo da agua por virus entéricos (MORRIS, 1993; TREE
et al., 1997, 2003). Ja se tem reportado que mesmo a agua estando livre de coliformes,
pode conter, entretanto, virus entéricos suficientes para causar infeccdo (BOSCH,
1998). A resisténcia de bactérias e virus a sistemas de tratamento, especialmente
tratamento de &gua de bebida, tanto para consumo humanos e animal, é extremamente
diferente. Historicamente os sistemas de tratamento de agua visavam reduzir ou
eliminar os riscos de contaminacgdo bacteriana apenas. Estes sistemas se mostram néo
muito eficientes e adequados na eliminacdo de virus entéricos que sdo, por sua vez,
bastante resistentes (PAYMENT, 1999).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Detectar rotavirus em amostras de fezes e 4gua coletadas em propriedades
rurais no Vale do Paranhana.

3.2. Objetivos especificos

e Padronizar o isolamento de rotavirus em linhagens celulares;

e Isolar em cultivos celulares distintos, cepas de rotavirus provenientes de
amostras de campo;

e Avaliar se as técnicas de isolamento viral e RT-PCR podem ser utilizadas para o

monitoramento do meio ambiente, como indicativo de contaminagdo ambiental.



CAPITULO 1

DETECCAO DE ROTAVIRUS EM AMOSTRAS FECAIS DE BOVINOS E
AGUA DE PROPRIEDADES RURAIS NO SUL DO BRASIL
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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a qualidade e a potabilidade da agua pela
deteccdo de rotavirus nos municipios de Rolante, Riozinho e Taquara. Uma RT-PCR foi
empregada para amplificar o gene da proteina VVP6 localizada no capsideo intermediario
dos rotavirus. Cento e quatro amostras de agua e 38 amostras de fezes de bovinos foram
coletadas em propriedades rurais nestes municipios. Do total de 142 amostras, 25
amostras apresentaram genoma de rotavirus (17%). No entanto, em nenhuma delas foi
possivel isolar rotavirus em cultivo de células MA-104, HeP-2 e CRIB. Apos as
passagens em células, as amostras foram novamente testadas por RT-PCR. Todas as
amostras anteriormente positivas na deteccdo de genoma viral por RT-PCR foram
negativas no segundo teste. Concluiu-se que as trés passagens em células ndo foram

suficientes para causar efeito citopatico devido auséncia de virus infeccioso.

PALAVRAS-CHAVE: Agua, rotavirus, fezes, RT-PCR, ambiente.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the quality and potability of water detecting the presence
of rotavirus in the towns of Rolante, Riozinho e Taquara. A RT-PCR was designed to
amplify the gene of protein VVP6 located in the middle capsid of rotavirus. A total of 104
water samples and 38 bovine stool samples were collected in farms at these towns. Of
the 142 samples, 25 (17%) were positive for rotavirus genome (all water
samples).These samples were inoculated on MA-104, HEp-2 and CRIB cell monolayers
to assess the viability of the virus. During three passages in cells no cytopathic effect
(CPE) was observed. After the cell passages, the samples were again tested by RT-PCR.
All samples previously positive were negative in the second test. It was concluded that
the three passages were not a good method to detect infective rotavirus in environmental

samples. In this study only viral genome was detected but no infective viruses.

KEYWORDS: Water, rotavirus, bovine faeces, RT-PCR.

INTRODUCAO

Localizada no Vale do Paranhana, os municipios de Taquara, Rolante e Riozinho
sdo locais de préatica rural familiar. A agricultura e a pecuaria fazem parte da vida
cotidiana onde ainda é feito pouco uso de tecnologias mais avangcadas. No entanto, o
Vale do Paranhana esta perto da regido metropolitana de Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, altamente urbanizada e industrializada.

Em propriedades onde hé criacdo de bovinos, suinos e eqliinos, por exemplo, a
maior ocorréncia de mortalidade acontece nos primeiros meses de vida (FLEWETT et
al., 1978; McNULTY et al., 1978, 1980).Um grande nimero destas mortes ocorrem
devido a diarréia neonatal causada pelas rotaviroses.

Estudos relatam que os rotavirus sobrevivem em &agua filtrada de rios. Os titulos
virais permanecem 0s mesmos na temperatura de 4 a 20°C por um periodo de 64 dias.
(RAPHAEL et al.,, 1985). Um estudo semelhante utilizando &gua de torneira
demonstrou que nédo ha reducéo de titulos virais por 64 dias a 4°C e somente 2 log de
reducdo neste mesmo periodo quando a 20°C. Desta maneira, a contaminacao viral pode
ser um problema sério em ambientes aquaticos (RAPHAEL et al., 1985).

Avaliacdo da qualidade da &gua foi o objetivo deste estudo que buscou detectar

rotavirus em amostras de agua e fezes coletadas em propriedades rurais.
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MATERIAIS E METODOS
Amostras de agua e concentracao de virus em agua

Particulas virais presentes na agua foram concentradas usando método de
adsorcdo e eluicdo com filtro de carga negativa (HA, Millipore, USA) como
previamente descrito por Katayama et al. (2002) com pequenas modificagdes.
Resumidamente, 500 mL de cada amostra de agua foram misturados com 0,3 g de
MgCl,, pH 5,0. Subsequentemente, a amostra foi filtrada através de membrana estéril
carregado negativamente (tamanho do poro de 0,45 um; 47 mm de diametro). Com o
auxilio de uma bomba de véacuo, uma pressao de entrada de 1 atm foi introduzida no
sistema a uma velocidade de filtracdo de aproximadamente 100 mL/min. A membrana
foi enxaguada com 87, 5 mL de H,SO,40,5 mM (pH 3,0). A eluicdo de particulas virais
foi realizada com 2,5 mL de NaOH 1 mM (pH 10,5). O filtrado foi entdo neutralizado
com 12,5 pL H,SO4 (50 mM) e 12,5 pL de 100x Tris EDTA (TE). A mistura resultante
foi distribuida em aliquotas, que foram armazenadas a -70°C até posterior

processamento.

Cepas controle de Rotavirus, amostras clinicas e de agua- preparacdo das amostras
para inoculagéo
Uma linhagem celular de referencia e outras duas experimentais foram utilizadas

para pesquisa dos rotavirus: MA-104, HeP-2 e CRIB. As 27 amostras positivas para RV
por RT-PCR foram inoculadas em monocamadas com confluéncia de 70 % destas trés
linhagens.

As amostras foram primeiramente diluidas (1:5) utilizando meio MEM sem SFB
(soro fetal bovino) e filtradas em membrana 0,22 mm. ApG6s ocorreu a inativacdo da
proteina VP4.

O protocolo de ativacdo da proteina VP4 foi estabelecido da seguinte maneira:
em uma diluicdo 1:100 de tripsina e meio MEM sem soro fetal bovino (SFB), 200uL de
amostra foi adicionada e mantida por 30min a 37°C. Apos o tempo de ativagdo foram
utilizados 100 pL de meio MEM (Eagle’s minimal essential medium) contendo 10% de
SFB. A ativacédo da proteina VP4 tem como finalidade a sua lise mediada pela tripsina a
qual resulta em proteina VP5 e VP8. A proteina VP4 ativada faz com que a cepa de
rotavirus se torne virulenta. Este processo in vitro reproduz o que sofre o virus no

interior do corpo do individuo quando ingerido.
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Foram utilizados dois controles positivos. Estes controles sdo rotavirus humano
tipo A (GARV), sendo que um controle pertence ao gendtipo | e outro ao geno6tipo I1.
Estas informacbes foram obtidas mediante seqtienciamento do fragmento VP6. As
amostras foram provenientes de criancas menores de trés anos de vida. As amostras

clinicas foram coletadas em um pronto atendimento de um hospital de Porto Alegre.

Cultivos celulares e ensaio de placa
Uma linhagem celular padrdo (MA-104) derivada de rim de macaco Rhesus

neonato foi obtida, juntamente com HEp-2 e CRIB para desenvolver o estudo. As
monocamadas celulares foram propagadas em frascos de cultivo celular de 150cm?
contendo Eagle’s Minimal Essential Medium (MEM) suplementados com 10% de soro
fetal bovino. Para realizar os ensaios de placa, as linhagens foram propagadas em placas
contendo 24 pogos. Os cultivos celulares eram mantidos em estufa a 37°C umedecidas
em uma atmosfera contendo 5% CO, por duas horas.

Quando as monocamadas se encontravam confluentes, o meio de manutencéo
era removido e a amostra clinica foi inoculada. Primeiramente, como j& descrito
anteriormente, as amostras passaram por banho de tripsina com a finalidade de inativar
a proteina do capsideo externo VP4. O inoculo consistiu na adicdo de 200 pL da
amostra previamente inativada nas trés linhagens. O periodo de adsor¢do adotado foi de
duas horas em estufa a 37°C. Apos o periodo de adsorcdo, o sobrenadante foi removido

e substituido por meio de manutencdo MEM suplementado com 10% de SFB.

Analise das sequencias para construcao dos primers para RT-PCR VP6
Os primers selecionados para o estudo da amplificagédo do gene VP6 provém da

busca de genes no GenBank. Apds arrecadar 65 sequéncias distintas no NCBI utilizou-
se 0 programa ClustalX para realizar o alinhamento. BioEdit e Mega4 foram utilizados
para identificar as regiGes mais conservadas do gene para que se pudesse desenhar 0s
primers. OligoExplorer 1.2 foi a ferramenta de escolha para a selecdo dos primers e
OligoAnalyzer 1.2 para analise de interagfes e melhorias estruturais dos mesmos. As
sequencias resultantes (5°-GATGTCCTGTACTCCTTGT-3’; 5-
GGTAGATTACCAATTCCTCC-3’) amplificam um fragmento de 110pb.
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Extracdo de acidos nucléicos virais e amplificagdo de segmentos gendémicos

Os é&cidos nucléicos virais foram extraidos a partir de 400 puL de amostras
concentradas de agua ou 2 g de fezes diluidas 1:5 em meio MEM sem SFB. Foi
utilizado kit comercial & base de silica RTP® DNA/RNA Virus Mini Kit (Invitek,
Berlin, Germany). O procedimento seguiu as instru¢bes do fabricante. As amostras
foram estocadas a -80°C até posterior analise. A sintese de cDNA foi realizada
utilizando-se o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription commercial kit (Applied
Biosciences, USA), o qual utiliza primers randémicos, seguindo as instru¢es do
fabricante. Apés a otimizacdo da técnica, a reacdo de RT-PCR foi estabelecida para um
total de 50 pL nas seguintes proporcdes: 25 pL of GoTaq® Green Master Mix
(Promega), 18 pL de agua, 1 pL do par de primers (20 pM) e 5 pL da amostra. Agua
foi utilizada como controle negativo em todas as reacdes de RT-PCR em um
termociclador MultiGene, Labnet International, USA. As condigdes para a reacdo de
amplificacdo da VP6 foram as seguintes: 94°C por 5 min, 40 ciclos por 94°C por 1 min,
54°C por 1 min (em cada um dos subsequentes 39 ciclos houve decréscimo de 0,5°C),
72°C por 1 min. Todas as amostras foram testadas por RT-PCR antes e depois dos

ensaios de placa.

Tabela 1. Oligonucleotideos e condi¢cdes para amplificacdo de VP6 de GARV

Primer

Gene . Temperatura .
Virus Posicdo Amplicon
alvo de anelamento

Nome Sequencia Polaridade

ROTAFEEVALE -FW 5-GATGTCCTGTACTCCTTGT-3” Senso 7-25"
GARV VP6 54 °C' 160 bp

ROTAFEEVALE -REV 5’-GGTAGATTACCAATTCCTCC-3’ Reverso 148-167°

RESULTADOS

Analise das sequencias e primers para RT-PCR VP6
Para a amplificacdo da sequencia de VP6 os primers construidos (Tabela 2),

amplificaram sequencias de cepas humanas e de animais. Nenhuma das amostras fecais
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coletadas no municipio de Taquara foi positiva para RV. Entretanto, 25 amostras de
agua foram positivas para presenca de segmentos gendmicos de RV.

Tabela 2. Resultados da amplicagdo de VP6 por RT-PCR para rotavirus

Resultados . %
Total Positivo -
Municipio Amostra Positivo amostras
142 de 4gua
Rolante agua 31 9 36%
fezes - i,
Riozinho agua 27 5 20%
fezes - -
Taquara agua 46 11 44%
fezes 38 0

Cultivo celular e ensaio de placa

Em nenhum dos cultivos inoculados foi encontrado efeito citopatico (CEP) de
rotavirus. Possivelmente este resultado deve-se a quantidade viral muito baixa em
amostras de agua (KU et. al., 2003: LEE et al., 2005).

Para excluir a possibilidade de haver virus em baixa quantidade que néo
permitisse a visualizacdo de CPE em microscopia 6ptica, submeteu-se novamente as
amostras a PCR, utilizado o sobrenadante dos cultivos celulares da terceira passagem
das amostras inoculadas em todas as linhagens. N&o houve amplificacdo do gene da

VP6 em qualquer amostra testada.

DISCUSSAO

Encontramos neste estudo 24% das fontes de agua positivas na RT-PCR para
rotavirus. Até o presente momento, ndo ha um “padrdo ouro” para a detecgdo viral em
amostras ambientais. Pesquisadores divergem quanto a técnica de concentragdo viral. A
concentragdo proposta utiliza filtros carregados positivamente ou filtros com fibra de
vidro (MYRMEL et al., 2000; HUANG et al., 2000; HARAMOTO et al., 2007; LOCAS
et al.,, 2008). A metodologia ainda nédo foi definida por completo e os resultados
apresentados podem ser considerados ainda maiores do que aqui encontrados pelos
métodos de deteccdo adotados (MA et al., 1994; HUANG et al., 2000 ; HWANG et al.,
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2007). Nossos achados poderiam ser ainda mais expressivos, visto que se desconhece a
sensibilidade da RT-PCR adotada. Sabe-se que sua deteccdo é eficaz, mas as amostras
com baixa concentracdo viral podem ter ocasionado resultados falso - negativos. Esta
implicacdo vai de encontro a discussdo do trabalho realizado por Verheyen et al. (2009),
também buscou detectar rotavirus em fontes de 4gua em regido rural - no sul da Africa.
Segundo os autores, seus resultados falharam quando havia baixa concentracgdo viral
nas amostras.

O fato de ndo termos encontrado virus nas amostras fecais do Municipio de
Taquara e, em contraponto haver presenca de genoma de rotavirus em 10 amostras de
agua deste municipio indica que hd maneiras distintas do virus contaminar cursos
d’4gua. Como propde Godfrey et al. (2005), a contaminacdo pode ocorrer devida a
tubulacbes para fluxo de dgua mal projetados, bem como a contaminagdo de solo que
por sua vez chega até as fontes de 4gua. Esta evidéncia se sustenta visto que os rotavirus
tém grande estabilidade em &guas e solo, aproximadamente 120 dias em aguas de esgoto
e mais de 100 dias no solo na temperatura de 20 a 30°C (U.S. MANUAL ON
GUIDELINES FOR WATER REUSE, 1992; JIANG et al., 2001).

Deve ser ressaltado que para as estacOes de tratamento de esgoto e purificagdo
das aguas, o tratamento é voltado a eliminacdo de coliformes fecais. Portanto, quando
ha presenca de rotavirus na agua, ele permanece por todo o processo, ndo havendo
técnicas de eliminacdo do mesmo durante processo de potabilidade da agua (LEE. &
KIM, 2002; HOT et al., 2003). Neste estudo, o rotavirus foi empregado como
biomarcador de poluentes provenientes de contaminacgéo fecal, seja animal ou humana.
O método empregado demonstrou que ha presenga de genoma de rotavirus nas aguas
coletadas nas cidades de Rolante, Riozinho e Taquara (Vale do Paranhana). Segundo
Robertson et al. (1997), a contaminacdo viral pode ocorrer de um ponto contaminado
at¢é um curso d’agua numa distancia superior a 1.000 metros. Muitos estudos
demonstraram que os virus podem ser 6timos indicadores de contaminagdo fecal por
diferentes espécies de animais (DERBYSHIRE e BROWN, 1978; JIMENEZ-
CLAVERO et al., 2005; AHMED et al., 2010; WOLF et al., 2010).

Segundo Verheyen et al. (2009), deve-se atentar mais ainda para a presenca de
virus entéricos, dentre eles os rotavirus, pois as técnicas de deteccdo podem ser
prejudicadas quando ha baixa concentracdo viral no material analisado. Por
consequéncia, as fontes de &gua podem estar contaminadas em proporces ainda

maiores do que as encontradas nos estudos de deteccao viral em ambientes aquaticos.
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Em estudos futuros a sensibilidade da técnica molecular adotada serd mensurada,
bem como a aplicagdo dos oligonucleotideos selecionados para VP6 serdo testados em
RT-PCR em tempo real. Pretende-se sequenciar as amostras positivas para

determinarmos a origem dos rotavirus presentes nas fontes de aguas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALFIERI, A.A. et al., Frequency of group A rotavirus in diarroeic calves in Brazilian
cattle herds, 1998-2002.Tropical Animal Health and Production, v.38, p. 521-526,
2006.

BELLAMY, K. et al. A test for the assessment of 'hygienic' hand disinfection using
rotavirus. Journal of Hospital Infection, v. 24, n. 3, p. 2011, Jul 1993.

CHARLES, K. J. et al. Assessment of the stability of human viruses and coliphage in
groundwater by PCR and infectivity methods. Journal of Applied Microbiology, v.
106, n. 6, p. 182, 2009.

EDINA MELEG, KRISZTIAN BANYAI'VITO MARTELLA, BAOMING
JIANG,BELA KOCSIS, PETER KISFALI, BELA MELEGH, AND GYORGY
SzUCS. Detection and quantification of group C Rotavirus in communal sewage. Appl
Environ Microbiol. v.74, p.3394-3399. 2008.

GLASS, R.l, GENTSCH, J., SMITH, J.C. Rotavirus vaccines: success by
reassortment? Global illness and deaths caused by rotavirus disease in children. Emerg.
1994,

HIINEN, W.A.M., BEERENDONK, E.F., MEDEMA, G.J. Inactivationcredit of UV
radiation for viruses, bacteria and protozoan (00) cysts in water: a review.Water Res.
40, 3-22. 2006.

HOWLEY, P.M. (Eds.), Fields Virology, vol. 2, 4th ed. Lippincott Williams &
Infect. Dis. 9 (5), 565-572.2001.

KAPIKIAN, A. Z., AND R. M. CHANOCK. Rotaviruses, p. 1353-1494. In B. N.
Fields, R. M. Chanock, M. S. Hirsch, J. L. Melnick, B. Roizman, and T. P. Monath
(ed.), Virology. Raven Press, New York. 1990.

KAPIKIAN, A., HOSHINO,Y., CHANCOCK, R.M.,. Rotaviruses. In: Knipe, D.M.,
2001.

LEITE, P.G., CARVALHO-COSTA, F.A., LINHARES,A.C. Group A rotavirus
genotypes and the ongoing Brazilian experience - A Review. Memodrias do Instituto
Oswaldo Cruz,v.103 ( 8).p.745-753,2008



40

LI D,GU AZ, YANG W, HE M, HU XH, SHI HC. An integrated cell culture and
reverse transcription quantitative PCR assay for detection of infectious rotaviruses in
environmental waters. J Microbiol Methods. v. 82(1). p.59-63. 2010.

PARASHAR, U.D., HUMMELMAN, E.G., BRESEE, J.S., MILLER, M.A., GLASS,
R.l., PESAVENTO, J.B.; ESTES, M.K.; PRASAD,B.V.V. Structural organization of
the genome in rotavirus. In: DESSELBERGER, U.; GRAY, J. (Eds). Viral
gastroenteritis, Amsterdam:Elsiever , v.9, p.115-128,2003.

RAPHAEL, R.A., SATTAR, S.A., SPRINGTHORPE, S., Longterm survival of human
rotavirus in raw and treated river water. Can. J. Microbial. v.31, p.124-128. 1985.

RZEZUTKA, A., COOK, N., Survival of human enteric viruses in the environment and
food. FEMS Microbiol. Rev. v.28, p.441-453. 2004.

STRAUB, T.M., CHANDLER, D.P. Towards a unified for detecting waterborne
pathogens. J. Microbiol. Methods. v.53, p.185-197. 2003


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gu%20AZ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yang%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22He%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hu%20XH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shi%20HC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20399813

4. CONCLUSOES

Os resultados de deteccdo de genoma viral devem ser interpretados com
cuidado.

O isolamento viral juntamente com a técnica de PCR é de suma importancia
para a correta avaliacdo da qualidade da &gua que serve a humanos e animais.
Pelo resultado encontrado no isolamento viral, percebe-se que a &gua havia sido
contaminada por rotavirus, mas estes ja ndo eram potencialmente infecciosos no
momento em que este estudo avaliou as condi¢bes da dgua nas propriedades

rurais proximidades nas trés cidades do vale do Paranhana.
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