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SOBRE UM METODO DE CONCENTRACAQ DE ENTEROVIRUS
Eil AGUA DE ESGOTO PELO HIDROXIDO DE ALUMINIO

INA FERRAZ DE CAMARGO*
HERMANN GONCALVES SCHATZMAYR*

O presente trabalho descreve um estudo experimental em que foi testada a efi-
ciéncia de um método para concentracao de enterovirus em dgua de esgoto por adsor¢ao

ao hidroxido de aluminio. Adicionou-se o gel de Al (OH), (na proporgao de 1g para 3,78
litros) a dgua de esgoto previamente clarificada e com o pH acertado em 5,0. Depois de
agitada por 1 hora, a mistura foi filtrada em membrana Millipore tipo AP-20. O hidroxido
de aluminio, o qual permaneceu retido na membrana, foi retirado com auxilio de uma es-
pdtula e a ele se adicionou meio de Eagle com 10% de soro bovino fetal, sendo o pH acer-
tado em torno de 7,2— 7,4 para se processar a eluicdo. A mistura foi centrifugada a
20.000g por 15 minutos, o sedimento desprezado e o sobrenadante inoculado em células
da linhagem LLC-MK, para quantificacdo viral. Paralelamente, foram tambem inoculadas
em cultura de células as amostras de esgoto brutas, isto é, antes de qualquer procedimento
para concentracao.

O método descrito se mostrou eficiente para concentrar enterovirus em agua de
esgoto, sendo que tommou possivel detectar virus mesmo de amostras contendo cerca de 1
unidade infecciosa por ml, das quais ndo se conseguiu isolamento de virus sem concentra-

¢4o prévia.

O hidréxido de aluminio vem sendo utilizado em virologia hé longo tempo. As-
sim, autores como Sabin, 1931 e Schaeffer & Brebner, 1933 descreveram a adsorgao ¢

eluicao de Poliovirus em Al (OH);, com a finalidade de purifica¢do e concentragdo do vi-
rus. Mais recentemente, Wallis & Melnick. 1967 descreveram um método para concentra-
¢do de virus por adsor¢do a precipitado de hidréxido de aluminio e o aplicaram para de-
teccdo de virus naturalmente presentes em aguas servidas. Estes autores conseguiram 1so-
Jar virus, os quais n3o foram detectados diretamente, sem concentragio prévia.

Com o intuito de se obter um método de concentragdo realmente efetivo e pou-
co dispendioso para exames peribdicos de esgoto para presenga de virus, padronizamos
um método de concentra¢io pelo hidréxido de aluminio, utilizando 4gua de esgoto artifi-
cialmente contaminada com enterovirus.
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MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se agua de esgoto coletada do sistema que serve 3 Escola Nacional de
Saude Publica da Fundag¢iao Oswaldo Cruz, na cidade do Rio de Janeiro. As amostras cole-
tadas foram inicialmente autoclavadas para eliminar virus porventura presentes que inter-
feririam nas experiéncias.

O método foi padronizado com Poliovirus tipo 1 amostra Mahoney (virulento)
¢ posteriormente utilizado com Poliovirus tipo 1 amostra Sabin (vacinal), Coxsackie B3,
e Echo 9 amostra Vispo, representantes dos enterovirus.

O procedimento seguido para concentragio foi o seguinte: 2 2000 ml de dgua de
esgoto foi adicionado o virus e depois de se misturar em agitador magnético por 5 minu-
tos, retirou-se uma amostra de 3 ml, a qual foi centrifugada em tomo de 20.000¢g por 15
minutos para sedimentar-se particulas em suspensio, inclusive bactérias e fungos.

O sobrenadante foi separado e congelado para posterior quantificacao viral (con-
trole).

Em seguida, a dgua de esgoto passou por um processo de clarificagdo em filtro
bobina de porosidade 1000nm e imediatamente ap6s em membrana Millipore tipo AP-20,
de porosidade 1500nm. O filtro bobina, apesar de ter menor porosidade que a membrana
Millipore, foi usado antes devido a sua maior superficie, ndo se saturando rapidamente
com os detritos da 4gua de esgoto (Homma, 1972).

Depois da clarificacdo, o pH fot acertado em 5,0 com HC1 nommal, e o gel de
A1(OH);, obtido do Centro Pan-Americano de Febre Aftosa (OPAS) Rio de Janeiro, adi-
cionado na propor¢ao de 1g para 3,78 litros. Deixou-se a mistura agitando por 1 hora a
temperatura ambiente para permitir maior contato virus/hidréxido de aluminio, facilitan-
do a adsorgdo. Depois disso, a mistura foi filtrada em membrana Millipore tipo AP-20 e
o precipitado de Al1(OH); contendo os virus adsorvidos, o qual permaneceu retido na
membrana filtrante, foi retirado com o auxilio de uma espdtula e colocado em tubo de
centrifuga. Para se processar a eluigio, adicionou-se ao hidréxido de aluminio 2ml de
me10 de Eagle com 10% de soro bovino fetal e o pH foi acertado em tomo de 7,2—7 .4 pe-
la adi¢@o de gotas de bicarbonato de sédio a 7,5% (Wallis & Melnick, 1967).

Depois de agitada, a mistura foi centrifugada em tomo de 20.000g durante 15
minutos. O sedimento foi desprezado ¢ o sobrenadante congelado até o momento de
quantificagdo viral (eluado).

Quantifica¢ao viral — As amostras foram diluidas em série no fator 10 (de 10"
a 1077) e inoculadas em tubos de cultura de células da linhagem LLC-MK,, mantidas em
meio de Eagle. Foram inoculados 4 tubos de células por dilui¢do (0,1 ml por tubo). Os
titulos dos virus foram determinados pela dose 50%, segundo Reed & Muench, 1938 em

TCDs o /ml.

RESULTADOS

Em todos os experimentos titularam-se amostras brutas (controle) depois da con-
centragdo pelo Al (OH); (eluado). Foram realizadas 3 experiéncias com Poliovirus tipo 1
amostra Mahoney, 3 com o virus Coxsackie B3 e 4 com os virus ECHO 9 e Poliovirus ti-
po 1 vacinal. Também foram realizadas 4 experiéncias nas quais a amostra Mahoney de
Poliovirus previamente titulada foi adicionada i igua de maneira que sua concentrag¢do
calculada alcangasse cerca de 1 unidade infecciosa por ml, abaixo portanto do limiar de
isolamento direto, sem prévia concentragio.
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Os resultados médios das experiéncias realizadas com cada virus e os respectivos
fatores de concentracao estao indicados na tabela 1.

TABELA 1

Trftulo infeccioso de diferentes enterovirus em amostras de esgoto brutas (controle), no
eluado de A1 (OH); e fator de concentracdo viral.

Virgs Trtulo infeccioso (TCD 5p/ml) Frator de
Controle Eluado concenrracao
Mahoney 103.9 1061 69
Mahoney 100 103,03 1070
Coxsackie B3 1029 106,47 716
ECHO 9 104,27 1074 1349

O fator de concentracao foi calculado pela razdo entre os titulos virais no elua-
do e no controle.

Entre os virus testados, o mais eficientemente concentrado foi o virus Coxsackie
B3, seguido pelo ECHO 9, enquanto que o menor fator de concentracao foi o alcan¢ado

com Poliovirus vacinal, o qual reconhecidamente elui com alguma dificuldade no hidroxi-
do de aluminio (Schatzmayr, 1968 ¢ Thomssem, Maass & Hass, 1961).

Em nenhuma das experiéncias em que Poliovirus tipo 1 amostra Mahoney foi
adicionado a dgua de maneira a se obter uma concentra¢io em torno de 1 unidade infec-
ciosa/ml, foi o virus demonstrado na agua bruta, mas sempre se obteve o seu isolamento
das amostras apds a concentragao pelo hidréxido de aluminio.

DISCUSSAO

Pela andlise dos resultados obtidos podemos dizer que o método de concentragao
descrito funcionou satisfatoriamente neste estudo experimental com 4gua de esgoto. O fa-
to de termos conseguido isolar virus de amostras de esgoto com numero muito pequeno
de particulas virais (em tomo de 1 unidade por ml), demonstra que o método € aplicavel
ao trabalho de campo, considerando que no esgoto doméstico encontramos cerca de 6

unidades infecciosas por ml (Grabow, 1968).

Muitos métodos tém sido descritos para concentragdo de virus em agua de esgo-
to, mas a grande maioria apresenta algum tipo de desvantagem ou limitagdo (Homma,
1972). Por exemplo, o método do chumago de gaze apesar de ser econémico tem baixa
eficiéncia (Liu et al., 1971) e o método de separagao de fases usando os polimeros sulfato
dextrano de s6dio e polietilenoglicol, embora eficiente para concentrar enterovirus, tem a
desvantagem de inibir alguns virus como Coxsackie A9 ¢ B2 ¢ ECHO 6, segundo Grindod

& Cliver, 1969. Por outro lado, a concentragdo de virus por ultracentrifugago exige apa-
relhagem de alto custo e a concentrag@o por adsor¢do em membranas filtrantes exige
amostras altamente clarificadas devido ao rdpido entupimento dos filtros (Chrstofoletti,

1977).
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No caso do método de adsorcdo ao Al (OH)s, a sua desvantagem sena a dificul-
dade em aplica-lo a amostras de grande volume, o que € um fator limitante de importancia
no caso de pesquisa de virus em dgua potavel ou de recreagao;no €aso da agua de esgoto,
no entanto, onde existe normalmente um NUmMEro muito maior de particulas virais por
unidade de volume, o método nos parece adequado.

Levando em conta o relativo baixo custo operacional do método de concentra-
¢do descrito neste trabalho, sua metodologia simples e a efetiva concentragdo viral conse-
guida nos estudos experimentais, podemos indica-lo como sendo aplicavel com vantagens
10 exame de amostras de esgoto visando ao estudo de sua flora viral.

SUMMARY

The efficiency of a method which uses Al (OH); for concentrating enterovirus
in sewage water was tested in an experimental study. Gel of aluminium hidroxide (in a
proportion of 1g per 3,78 1) was added to the previously clarified sewage water with the
pH adjusted to 5,0. After shaking for 1 hour, the mixture was filtered through a Millipore
membrane type AP-20. The Al (OH); with the adsorbed virus retained on the membrane
was removed by means of a spatula. Eagle’s medium with 10% foetal calf serum was used
for elution and the pH was adjusted to about 7,2 —7,4. The mixture was then centrifuged
at 20.000 x g, the pellet discarded and the supematant was inoculated into cells of the
strain LLC-MK, for viral quantification. In a parallel expenment, samples of crude sewa-
ge, that is, without previous concentration treatment, were inoculated into cells.

This method was shown to be efficient for concentrating enterovirus in sewage
water, allowing its detection in samples containing about I infectious unit per ml.
Without a previous concentration, the isolation of virus from such diluted samples was

not possible.
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