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Editorial

ESA*

Desde sua fundagao em 1962, a Revista Engenharia Sanitaria e Ambiental (ESA) tem como missao a disseminagao
do conhecimento produzido na academia, empresas de pesquisa, concessiondrias e empresas de saneamento, drgaos
governamentais, profissionais técnicos, entre outros, por meio da publica¢ao de artigos técnicos, revisdes criticas e
notas técnicas.

Os desafios na drea da engenharia sanitaria e ambiental sdo enormes e dindmicos. Ao longo de sua histéria a ESA
tem se adaptado as novas demandas e desafios, visando manter sua missao de publicar materiais técnicos e cientificos
de elevada qualidade e relevancia nacional. Inicialmente, os artigos voltavam-se majoritariamente para solugdes técni-
cas da Engenharia, aplicadas a drea de Saneamento Bésico. O crescente interesse pela drea de meio ambiente ampliou
o universo de atuagdo da Engenharia e trouxe novas dimensoes para as pesquisas, abrindo portas para diferentes
abordagens, com aumento significativo de contribui¢oes & ESA. Mais recentemente, a amplia¢do da pds-graduagao
no Brasil e as exigéncias associadas aos seus programas e as agéncias de fomento a pesquisa aumentaram ainda mais
o fluxo de artigos, exigindo grande esforgo de todo corpo editorial e revisores voluntérios.

Estruturalmente a ESA também se modernizou. A adogao de nova plataforma de gerenciamento, a defini¢do de
regras claras e rigidas de revisao por pares, a padroniza¢do das decisdes do corpo editorial e a redugao significativa
do tempo de avaliacdo permitiram enfrentar os novos desafios e reforcar a qualidade dos manuscritos publicados.
Entretanto, para além da sua historia, tradigdo e reconhecimento dos pares, a reputagdo de um periddico é também
aferida por meio de métricas internacionais, tal como o fator de impacto.

O fator de impacto tem grande importancia na escolha do periddico pelos cientistas, pois afere sobre a visibilidade
e a qualidade dos manuscritos publicados. Entretanto, sio enormes os desafios de ampliar o fator de impacto de um
periodico de circulagao restrita nacional, dada a abrangéncia e o acesso limitados. Assim sendo, entendemos que a
internacionalizagdo da ESA ¢é premente.

Todavia, a tarefa de internacionalizar uma revista com a importancia da ESA no cenario nacional é ardua e encon-
tra resisténcias legitimas, que ndo podem ser desconsideradas. Internacionalizar é muito mais que publicar manus-
critos na lingua inglesa; envolve abrir as fronteiras da ESA para divulgacao cientifica aberta ao publico internacional,
incluindo seu corpo/conselho editorial e quadro de revisores. A maior resisténcia a internacionaliza¢ao da ESA advém
da sua maior virtude, ou seja, sua importancia e reconhecimento no contexto brasileiro.

Dessa forma, os Cadernos Técnicos ESA foram uma saida construida pelo conjunto da ABES, diretoria e corpo
editorial da ESA, que oportuniza a divulga¢do a disseminac¢do de conhecimento voltados aos problemas técnicos na-
cionais, sem conflitar com o movimento de internacionalizacio cientifica da ESA. Afortunadamente, o lancamento
dos cadernos técnicos foi abrilhantado pela parceria com o INCT ETEs Sustentaveis, por meio da divulgagdo de con-
tribui¢do técnico-cientifica de alto nivel e de extrema relevancia ao contexto brasileiro. Nos orgulha fazer parte desse
novo marco para a ESA!

Rodrigo Moruzzi André Bezerra dos Santos
Editor Geral - ESA Editor Geral Adjunto - ESA

*Editorial publicado nos Cadernos Técnicos Eng Sanit Ambient, v1 nl, 2021, https://doiorg/10.5327/276455760101001.
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Editorial

INCT ETEs Sustentaveis*

Prezados leitores,

O INCT ETES Sustentaveis foi criado em 2017 com o intuito de se tornar um centro de referéncia para questoes
relacionadas ao tratamento de esgoto sanitario, de forma a contribuir para a promog¢do de mudangas estruturais e
estruturantes por meio da capacitagao profissional, do desenvolvimento de solugdes tecnolédgicas apropriadas as di-
versas realidades nacionais, da construgdo e transmissao de conhecimento para a sociedade, 6rgaos governamentais
€ empresariais.

As estagdes convencionais de tratamento de esgoto, de maneira geral, apresentam fluxogramas de tratamento que
consideram o langamento do efluente tratado em algum corpo d "agua receptor e, portanto, sdo concebidas levando-se
em consideragao apenas a legislacdo de protecao das colegdes hidricas. Se adequadamente projetadas, construidas e
operadas, podem alcancar elevadas eficiéncias de remogdo de matéria orgénica, nutrientes e patégenos, cumprindo o
seu papel principal de controle da polui¢do da agua. No entanto, essa ndo é a situagao usual no Brasil, onde a maioria
das estagdes apresenta algum tipo de problema operacional, que resulta na elevagao dos custos do tratamento, na per-
da de eficiéncia e no ndo cumprimento da legislacdo ambiental. Ademais, os subprodutos sélidos (lodo e escuma) e
gasosos (notadamente biogds) gerados durante o tratamento apresentam rotas de destinagao final que usualmente sdo
os aterros sanitarios e a queima para a atmosfera. Embora sejam rotas de destina¢ido de subprodutos aceitas no Brasil,
sabidamente nao sdo as mais adequadas, face aos impactos ambientais que podem ser causados na atmosfera, no solo
e nas aguas subterrdneas. Ainda, é de conhecimento amplo que os subprodutos do tratamento apresentam elevado
potencial de aproveitamento, mas os esforcos nesse sentido sao incipientes e, quando realizados, ocorrem de forma
desarticulada, normalmente abordando poucas das possibilidades existentes.

Em 4 anos de atuacio, o INCT ETEs Sustentdveis desenvolveu pesquisas basicas e aplicadas visando propiciar o
desenvolvimento de sistemas integrados e sustentaveis de tratamento de esgoto, com recuperagio e valoragao dos
subprodutos do tratamento. Os resultados das pesquisas desenvolvidas no 4mbito do Instituto, em adi¢do a consoli-
dacgdo do conteudo ja existente, possibilitaram a elaboragdo de cerca de 50 notas técnicas, com topicos relacionados
ao aproveitamento e utilizacdo dos subprodutos gerados a partir do tratamento de esgoto, além de maior eficiéncia e
melhoria dos processos. A partir da parceria firmada entre a ESA e o INCT ETEs Sustentaveis, de forma a ampliar o
alcance dos contetdos e estabelecer melhor integracao da academia com profissionais e empresas do setor de sane-
amento ambiental, essas notas técnicas foram agrupadas em 8 cadernos técnicos de acordo com a tematica, a fim de
apresentar de forma consolidada e integrada o contetido produzido.

Esperamos que a publica¢io via cadernos técnicos, com ilustragdes didaticas e linguagem menos académica, pos-
sibilite a efetiva transmissdo e apropriaciao do conhecimento pelos profissionais que atuam no setor. Fica nossa forte
expectativa de que o conhecimento disponibilizado possa induzir as transformagdes necessarias na nossa area, com
reflexos na melhoria da gestao, dos projetos, da construgdo e da operagdo e manutengdo dos sistemas de esgotamento
sanitdrio. Enfim, que o grande esfor¢o empreendido por mais de 100 colegas (autores, coautores, revisores e validado-
res das diversas notas técnicas), aos quais agradeco imensamente, possa contribuir para a melhoria da sustentabilida-
de do saneamento, notadamente na area de esgotamento sanitario. Valeu a pena, pessoal!

Boa leitural!

Carlos Augusto de Lemos Chernicharo
Coordenador Geral - INCT ETEs Sustentaveis

*Editorial publicado nos Cadernos Técnicos Eng Sanit Ambient, v1 nl, 2021, https://doiorg/10.5327/276455760101001.
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Apresentacao

Esta coletanea, intitulada “Roteiros para analises e deter-
minagdes em amostras de esgoto’, reune metodologias
e informagdes sobre técnicas de microbiologia conven-
cionais e moleculares comumente utilizadas para anali-
sar e quantificar diferentes grupos de microrganismos
(bactérias, virus, protozodrios e helmintos) em amos-
tras de esgoto bruto e tratado.

A avaliagdo da comunidade microbiana presente
no esgoto sanitario, bem como nas unidades de trata-
mento bioldgico ¢ de grande importancia para os ges-
tores publicos e técnicos operacionais das estagdes de
tratamento de esgoto (ETEs). O monitoramento de
microrganismos no esgoto bruto de uma determinada
populagdo pode fornecer informagdes relevantes sobre
a circulagdo e prevaléncia de patdogenos especificos
(sentinela) que comprometem a saude da populagao.
Ja nas unidades de tratamento bioldgico das ETEs, o
monitoramento da comunidade microbiana fornece
informagéo valiosa sobre a dindmica dos grupos tré-
ficos envolvidos na estabilizagdo da matéria orgénica,
na eficiéncia dos processos de tratamento e na quali-
dade do efluente final.

Destaca-se que as metodologias aqui apresenta-
das ndo estdo descritas no Standard Methods (APHA,
2017), mas vém sendo empregadas em varios labora-
torios de microbiologia e de saneamento ambiental no
Brasil e no exterior. Algumas das metodologias apre-
sentadas foram adaptadas de métodos previamente
descritos para outras matrizes. Cada roteiro descreve
de forma sucinta e objetiva os procedimentos de ana-
lise, os controles necessarios, bem como sistematiza os
materiais, reagentes e equipamentos necessarios para
a sua realizagéo.

O compartilhamento destas informagoes visa contri-

buir para a disseminagdo de metodologias consolidadas

m, Cadernos Técnicos Eng Sanit Ambient | v2. n4. Especial | 2022 | 5-6

e testadas no Ambito do INCT ETEs Sustentaveis, de

forma a auxiliar aqueles laboratérios que atuam na

area de Saneamento Ambiental e necessitam dessas
informagoes para avaliar a comunidade microbiana no
esgoto sanitdrio.

Os roteiros foram organizados na seguinte sequén-
cia e usados para a realizagao de:

1. Determinagdo, quantificagdo e identificagdo de bac-
térias resistentes a antibidticos (BRA) por meio de
isolamento e cultivo em meio seletivo.

2. Quantifica¢do de genes de resisténcia a antibidticos
(GRA) por meio da técnica de PCR em tempo real.

3. Quantificagdo de bactérias do ciclo do nitrogénio (como
bactérias oxidadoras de amonia, oxidadoras de nitrito,
desnitrificantes e oxidadoras anaerdbias da amonia-
-anammox), por meio da quantificacdo de genes fun-
cionais e/ou do gene RNAr16S para estes grupos.

4. Determinagao e quantifica¢ao de colifagos por meio
do método de cultivo em dupla camada de agar.

5. Detecc¢do e quantificagdo do novocoronavirus (SARS-
CoV2) por meio da técnica de RT-qPCR.

6. Quantifica¢do de adenovirus (HADV) por meio da
técnica de PCR em tempo real.

7. Identificagdo e quantificacdo de ovos de helmintos
em amostras de esgoto por andlise microscopica.

8. Determinagao e quantifica¢do de oocistos de
Cryptosporidium por meio de separagdo imuno-
magnética (IMS) e detec¢ao por microscopia de
epifluorescéncia.

9. Gerenciamento dos residuos liquidos e sélidos gerados
nos laboratérios de Saneamento e de Microbiologia

de agua e esgoto.

Na Tabela 1 sdo destacados os roteiros que com-

poem essa coletanea.




Introducao

Tabela 1 - Roteiros para analises e determinagdes em amostras de esgoto.

Roteiro 1: Quantificacao e identificacdo de bactérias heterotroficas totais (BHT) e resistentes a antibicdticos (BRA). | Machado e Araujo (2022)
Roteiro 2: Quantificacdo de genes de resisténcia a antibidticos (GRA). Leroy-Freitas e Araujo (2022)
Roteiro 3: Determinacao de bactérias do ciclo do nitrogénio por PCR em tempo real (gPCR). Pereira e Aratijo (2022)

Roteiro 4: Quantificacdo de colifdgos F especificos e somaticos.

Espinosa e Mota (2022)

Roteiro 5: Concentracdo e quantificagcdo do novo coronavirus por técnicas moleculares.

Leal et al. 2022)

Roteiro 6: Quantificagdo de adenovirus por PCR em tempo real (GPCR).

Lopes et al. (2022)

Roteiro 7: Determinacdo de ovos de helmintos.

Veras et al. (2022a)

Roteiro 8: Determinacao de oocisto de Cryptosporidium spp..

Veras et al. (2022b)

Roteiro 9: Gerenciamento de residuos solidos e liquidos de laboratérios de analises de esgoto.

Motteran et al. (2022)
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Roteiro 1- Quantificacao e identificacao de bactérias
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Protocols for analysis and determinations in sewage samples
Protocol T - Quantification and identification of total
heterotrophic (THB) and antibiotic resistant bacteria (ARB)
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1. DEFINICAO DE TERMOS

ETE  Estagdo de tratamento de esgoto
BHT  Bactérias heterotroficas totais
BRA  Bactérias resistentes a antibidticos
PCR  Reagdo em cadeia da polimerase
2.0BJETIVO

O objetivo deste roteiro é disponibilizar uma metodologia
de processamento de amostras de esgoto bruto e tratado
para a quantificagdo e identificagdo de bactérias hetero-
troficas totais e resistentes a antibidticos (BHT e BRA,

respectivamente).

3. CONCEITOS BASICOS

A técnica de cultura de bactérias consiste basicamente em
promover a multiplicagdo de colonias de organismos micro-
bianos in vitro. Utilizando a cultura de bactérias é possi-
vel estimar o nimero de microrganismos de determinada
amostra, estudar as caracteristicas especificas dos micror-
ganismos de forma individual ou em grupo e, também,

isolar estirpes para identificagdo bioquimica ou molecular.

m

Diversas areas da microbiologia e da biologia molecu-
lar utilizam com frequéncia as técnicas de cultura bacte-
riana. Para a biologia molecular, por exemplo, a cultura é
importante para isolar colénias puras (UFC - Unidades
Formadoras de Colonias) e, a partir dai, identifica-las.

Os procedimentos de processamento de amostras de
esgoto e a analise via cultivo bacteriano, para a quanti-
ficagdo e identificagdo de BHT e BRA, sdo passos fun-
damentais para a avaliagdo da resisténcia a antibidticos
em determinada populacio. Este roteiro apresenta uma
metodologia que permite isolar culturas puras (resisten-
tes a antibioticos) a partir de amostras de esgoto (bruto e
tratado), sendo possivel sua andlise quantitativa e quali-
tativa, e foi baseado na metodologia utilizada e descrita
em Machado (2019) e Machado et al. (2020).

4. PRINCiPIO DO METODO

O processamento das amostras de esgoto para a quantifica-
¢ao de BHT e BRA envolve trés procedimentos: (i) diluigéo
das amostras em dgua destilada estéril; (ii) plaqueamento/

inoculagido da dilui¢do apropriada em meios especificos; e
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(iii) quantificagao das UFC. Todo o material utilizado nas
trés etapas deve ser previamente esterilizado por método
de autoclavagem.

Para a identificagdo de BHT e BRA sdo necessarios basi-
camente quatro procedimentos: (i) selecdo, isolamento e
conservagao de colonias puras, das placas Petri que foram
quantificadas, em solugdo de dgua destilada e glicerina;
(ii) crescimento da colonia selecionada em caldo de cultivo
enriquecido (p. ex.: BHI, do inglés brain heart infusion)
para o aumento do numero de individuos; (iii) extragdo
do acido desoxirribonucleico (DNA) das coldnias pelo
método fenol/cloroférmio (adaptado de TAKEUCHI et al.,
1997); e (iv) envio do DNA purificado para sequencia-
mento de Sanger.

Todo o material utilizado nas quatro etapas deve ser

previamente esterilizado por autoclavagem.

5.INTERFERENTES/CUIDADOS

Os procedimentos de diluicao de amostras de esgoto,

inoculag¢ao, quantifica¢do e identificagao de BHT e BRA

devem atender a algumas consideragdes importantes para

a obtenc¢ao de resultados confiaveis e de elevada qualidade:

o Asamostras devem ser devidamente homogeneizadas
antes das diluicdes.

o A cadadilui¢ao deve-se padronizar a homogeneizagdo
e realizar a troca das ponteiras.

» Na inoculagdo (adotar método spread plate), deve-se
padronizar os movimentos com a alga de Drigalski
(MADIGAN et al., 2016).

o Sempre incubar as amostras com as placas Petri
invertidas e por periodo de 48 horas a temperatura
de 37,5 °C.

» No momento da sele¢do das culturas puras, escolher
colonias morfologicamente distintas e as mais isoladas.

o Apos aextragdo dos DNA das coldnias, realizar a rea-
¢do em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polyme-
rase chain reaction) e submeter o produto desta ampli-
ficagao a um gel de agarose para certificar de que sdo

colonias bacterianas.

Todo o material utilizado (tubos, placas Petri, al¢as de

Drigalski, ponteiras) deve estar estéril e o uso de luvas ¢

imprescindivel durante todas as etapas, a fim de se evitar

qualquer tipo de contaminacao.

6. APLICACAO DO METODO

Este método é aplicavel a matrizes ambientais liquidas
como, por exemplo, amostras de 4gua provenientes de cor-
pos hidricos, agua para abastecimento humano e esgoto
bruto e tratado.

7.FLUXOGRAMA DO METODO
Na Figura 1 é apresentado o fluxograma simplificado do
método de quantificacio e identificagdo de bactérias hete-

rotroficas totais e resistentes a antibidticos (BHT e BRA).
8. MATERIAIS

8.1. Aparelhagem

o Capela de fluxo laminar.

o Autoclave.

o Estufa.

o Freezers -20 °C e -80 °C.

o Cuba de eletroforese horizontal.
 Espectrofotometro.

o Incubadora Shaker.

Isolamento e Identificacdo
de BHTs e BRAs cultivaveis

!

Enumeracao/lsolamento
UFC

!

Extracdo DNA
da col6nia

'

PCR/Gel

|

Sequenciamento de
Sanger e Identificagdo
taxonémica

Figura1- Etapas do método de quantificacdo e identificacdo de
bactérias heterotroficas totais e resistentes a antibiéticos (BHT
e BRA).
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Termociclador para PCR convencional.
Transiluminador de LED.

Agitador de tubos tipo Vortex.

8.2. Outros Materiais

Alga de Drigalski.

Caixa de isopor para transporte de amostra.

Frasco de coleta (1.000 mL).

Gelo.

Jaleco.

Micropipetas e ponteiras (1.000 UL, 200 L, 10 uL).
Provetas (10 mL,100 mL e 500 mL).

Luvas.

Papel craft.

Fita de autoclave.

Papel toalha.

Pincas.

Placas Petri.

Tubos com tampa de rosca (2 mL).

Tubos tipo Eppendorf (2 mL).

Meio de cultura PCA (do inglés, plate count agar).
Caldo BHI.

Padroes de antibioticos, preferencialmente da marca

Sigma ou similar.

9. PROCESSAMENTO DAS
AMOSTRAS DE ESGOTO

9.1. Coleta e transporte

As coletas devem ser realizadas utilizando-se frascos

estéreis de, ao menos, 1.000 mL, contendo identificagdo

com o c6digo da amostra e data da coleta. Sugere-se que

a amostragem seja feita de maneira composta. O trans-

porte ao laboratério deve ser feito sob refrigeragdo, em

caixa de isopor com gelo.

9.2. Inoculacao e isolamento

1.

Homogeneizar as amostras, se possivel, dentro de capela

de fluxo laminar.

2. Pipetar 1 mL da amostra bruta e depositar imediata-

mente no primeiro tubo da diluigdo (9 mL de agua

destilada estéril), constituindo a diluicdo 10

6.

. Homogeneizar a dilui¢do 10!, pipetar 1 mL e transfe-

rir para o tubo 2, constituindo a diluigdo 102, e assim
sucessivamente (Figura 2).

Para o isolamento das BHT: inocular/depositar 100 uL
da diluigao desejavel sobre o meio de cultivo PCA (sem
antibidticos) e homogeneizar com auxilio da Al¢a de
Drigalski (Figura 2). Recomenda-se a realizagdo em
duplicata.

Para o isolamento das BRA: inocular/depositar 100 puL
da diluicdo desejavel sobre o meio de cultivo PCA
(com adicdo de antibidticos; a concentracio destes
devera ser definida para cada antibidtico - consul-
tar a literatura) e homogeneizar com auxilio da Al¢a
de Drigalski (Figura 2). Recomenda-se a realizagao
em duplicata.

Incubar as placas Petri de forma invertida em estufa a
37,5 °C por 48 horas.

Realizar a contagem das UFC, ap6s 48 horas, nas pla-
cas Petri que possuirem entre 30 e 300 UFCs, e uma
segunda contagem apos 5 dias em temperatura ambiente.
Selecionar entre 5 e 10 UFCs por placa Petri para o

isolamento.

Amostra a ser quantificada

1mL
Diluicdo mp

Imb 1ImL 1ImL 1mL 1mL

9 mL de agua
destilada
estéril
1/10 1/100
(101 (103
Placas com 1 mL de amostra

110°
(109)

1108
(10%)

1/100
(109)

1/10°
(10%)

159 17 2 0
Ndmero colonias colbnias coldnias coldnias
excessivo

de colbnias 159 x 103 = 1,59 x 10°

Contagem  Fator Células (UFC) por

emplaca  de diluicgo Mililitro de amostra
original

Figura 2 - Fluxograma de dilui¢cdes e inoculagdes.
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9. Com auxilio de uma alga estirada, “pescar” as colonias
individuais e depositar em tubos de 100 UL contendo
agua destilada e glicerina.

10. Armazenar os tubos em freezer a -80 °C.

11.Resultados esperados: a concentra¢do das BRA em
esgoto bruto pode variar de 3,0 a 6,0 log | UFC-mL"!
dependendo do antibiético testado e no esgoto tra-
tado de 2,0 a 5,0 log,, UFC-mL"' (MACHADO, 2019;
MACHADO et al., 2020).

9.3. Extracao de DNA a partir das coldnias isoladas

As amostras (colonias isoladas) preservadas devem ser

submetidas a extragdo de DNA genoémico. O DNA das bac-

térias isoladas (BHT e BRA) deve ser extraidos segundo o

protocolo de Takeuchi et al. (1997) modificado.
Para iniciar o procedimento da extragao deve-se:

1. Cultivar as coldnias (uma colénia por tubo) em 1,0 mL
de caldo BHI, durante 18 horas sob agitagdo constante de
130 rotagdes por minuto (rpm), a temperatura de 37 °C.

2. Ap6s o periodo de crescimento, centrifugar as amostras
a4.000 rpm por 20 minutos, descartar o sobrenadante.

3. Lavar os pellets com solugdo tampao fosfato-salino
(PBS 1X NadCl, Na HPO,, NaH,PO,, pH 7,2), centri-
fugar novamente a 4.000 rpm por 10 minutos.

4. As demais etapas de extragdo seguirdo o protocolo de
Takeuchi et al. (1997).

A quantificagao do material genético extraido deve ser
realizada (ng-uL"), e recomenda-se a utilizagdo de espec-

trofotdbmetro NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific®).

9.4. Amplificacdo do gene RNAr 16S

pela técnica da PCR

Ap6s extragao do DNA das BHT e BRA selecionadas, rea-
lizar a reagdo da PCR para amplificagdo do DNA extraido
com os iniciadores: 341F (5'- CCT ACG GGA GGC AGC
AG - 3’ - SIMMONS et al., 2004) e 1492R (5’- ACG GTT
ACC TTG TTA CGA CTT - 3’ - SIMMONS et al., 2004)
que amplificam a regidao V3 a V8 do gene RNAr 16S de
bactéria. Poderdo ser utilizados também os iniciadores
27F (5 - AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG - 3) e
1492R (5" - TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACTT -3

10

- LANE, 1991) para que se possa amplificar a maior parte
do gene RNAr16S (cerca de 1.500 pares de base).

As PCRs devem ser efetuadas em 50 UL de solugdo
com os seguintes componentes: 25 L de Pré-mix 2x IB
(Phoneutria, Brasil); 3,0 UL Soro Albumina Bovina (BSA,
do inglés bovine serum albumin) (5ug-uL™); 18 UL de agua
ultrapura (Ambion, Life Technology, Frankfurt, Germany);
0,5 UL de cada primer (25 uM); e 3 uL do DNA de cada
amostra (concentragdo 30 ng-uL?).

As condigoes de amplificagao para os iniciadores sele-
cionados sdo: desnaturacao a 94 °C por 1 minuto; anela-
mento a 49 °C por 1 minuto; extensdo a 72 °C por 3 minu-
tos durante 30 ciclos; e extensao final de 7 minutos a 72 °C.
Para o controle negativo, substituir a amostra de DNA por
2 uL de agua Milli-Q estéril (Millipore, Brasil) para veri-
ficagdo da pureza dos reagentes utilizados.

Os fragmentos do gene rRNA 16S amplificados devem
ser analisados por meio de eletroforese em gel de agarose
a 1,2% (Invitrogen Life Technologies, Brasil), utilizando
aliquota de 4,0 uL do produto de PCR corado com 2,0 uL
de loading buffer e o padrao de peso molecular 1 Kb DNA
Plus Ladder (Invitrogen Life Technologies, Brasil).

9.5. Sequenciamento do gene RNAr 16S

para identificacdo dos isolados

Os produtos da PCR, purificados e quantificados, devem
ser enviados para sequenciamento unidirecional de Sanger
(existem vérias empresas que prestam este servico no Brasil
e no exterior, a exemplo da Macrogen Inc., Coréia - em
Sequenciador 3730XL).

As sequéncias de nucleotideos obtidas devem ser ana-
lisadas e editadas, manualmente, utilizando o programa
BioEdit Sequence Alignment Editor versdo 6.0.3 (Isis
Pharmaceuticals, Inc.), e alinhamentos multiplos devem
ser realizados através do programa Clustal W.

As sequéncias obtidas serdo comparadas com as sequén-
cias disponibilizadas no banco de dados GenBank, utilizando
o programa BLAST do Centro Nacional de Informagéo
Biotecnoldgica (NCBI) (ALTSCHUL et al., 1990) para a
identifica¢ao filogenéticas das mesmas.

Diferentes géneros bacterianos ja foram identificados

como sendo bactérias resistentes a antibidticos presentes em
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esgoto bruto e tratado, tais como: Escherichia, Enterobacter,
Enterococcus, Klebsiella, Citrobacter, Acidovorax, Aeromonas,
Bacillus, Alcaligenes, Comamonas, Salmonella, Cloacibacerium,
entre outros (MACHADO, 2009; MACHADO et al., 2020).
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1. DEFINICAO DE TERMOS

DNA  Acido desoxirribonucleico

ETE  Estagdo de tratamento de esgoto

GRA  Genes de resisténcia a antibidticos

qPCR Reagao em cadeia da polimerase em tempo real
2.0BJETIVO

O objetivo deste roteiro ¢ disponibilizar uma metodolo-
gia pratica e funcional de processamento de amostras de
esgoto bruto e tratado para anilises de biologia molecular,
especificamente para a quantificagdo de genes de resistén-
cia a antibidticos (GRA).

3. CONCEITOS BASICOS

A expressdo dos genes em uma célula bacteriana pode acarre-
tar diversos processos metabdlicos, dentre os quais se destacam
os relacionados a resisténcia. Genes que conferem resisténcia
a uma ampla variedade de antibidticos sdo frequentemente
evidenciados em pesquisas relacionadas a matrizes ambien-
tais, em especial no esgoto sanitario. Os procedimentos de
processamento das amostras de esgoto e analise via técnica
de reagao em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR,

do inglés quantitative real-time polymerase chain reaction),

0

para a quantificacido de GRA, sdo passos fundamentais para
aavaliacdo da resisténcia a antibidticos em uma determinada
populagio. Este protocolo permite o acesso ao acido desoxir-
ribonucleico (DNA) bacteriano total presente em amostras de
esgoto (bruto ou tratado), sendo possivel sua analise via gPCR
para a quantificacdo de genes de resisténcia a antibioticos, e foi

baseado em metodologia adaptada por Leroy-Freitas (2020).

4. PRINCiPIO DO METODO

O processamento de amostras de esgoto e a quantificagao
de GRA envolvem, basicamente, trés procedimentos bési-
cos: (i) filtragao das amostras liquidas; (ii) extragao de DNA
total; e (iii) quantificagdo de GRA por qPCR (que envolve
as etapas de PCR convencional, clonagem, padronizagao
de curva-padrao e amplificagdo do DNA presente nas
amostras). Para este fim, as extragoes de DNA e o qPCR
sao geralmente realizados utilizando-se kits comerciais.
Todo o material utilizado nas trés etapas deve ser previa-

mente esterilizado por método de autoclavagem.

5.INTERFERENTES/CUIDADOS

Os procedimentos de filtragao das amostras de esgoto,
extragdo de DNA total e quantificagio de GRA por qPCR

'Bidloga pela Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Mestre em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos pela UFMG.

“Bivloga pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Mestre e Doutora em Hidraulica e Saneamento pela Universidade de S&o Paulo (EESC-USP). Professora associada
do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFMG. Subcoordenadora do INCT ETEs Sustentaveis.

*Endereco para correspondéncia: Avenida Antonio Carlos 6627 - Universidade Federal de Minas Gerais - Escola de Engenharia - Departamento de Engenharia Sanitdria e

Ambiental - Bloco 1. Belo Horizonte, MG. CEP: 31270-901. e-mail: juliana@desa.ufmg.br
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devem atender a algumas consideragdes importantes para

a obtengdo de resultados confiaveis e de qualidade:

o Amostras devem ser devidamente homogeneizadas
antes das filtragoes.

o Volumes a serem filtrados devem ser obrigatoriamente
medidos e registrados.

o Membranas contendo amostras, ap0s filtragio, devem
ser armazenadas a -80 °C até que sejam submetidas a
extracido de DNA.

» DNA total extraido deve ser armazenado a -20 °C ou
a -80 °C (para tempo superior a 4 meses).

o Produtos da clonagem bacteriana devem ser armaze-
nados a -80 °C.

» Reagentes de PCR convencional, qPCR e clonagem
bacteriana devem ser armazenados a -20 °C e, quando

em uso, devem ser mantidos em racks refrigeradas.

Todo o material utilizado (aparatos de filtragao, pin-
¢as, ponteiras, tubos, placas) deve estar estéril e o0 uso de
luvas é imprescindivel durante todas as etapas, a fim de se

evitar qualquer tipo de contaminagao.

6. APLICACAO DO METODO
Este método ¢ aplicavel a matrizes ambientais liquidas como,
por exemplo, amostras de d4gua provenientes de corpos hidri-

cos, agua para abastecimento humano, esgoto bruto e tratado.

7. FLUXOGRAMA DO METODO

Na Figura 1 é apresentado o fluxograma simplificado do

método de quantificacio de GRA.
8. MATERIAIS

8.1. Aparelhagem

o Bomba a vacuo.

o Centrifuga para microplacas.

o Cuba de eletroforese horizontal.

o Espectrofotdmetro (NanoDrop™ Lite Thermo Scientific®).
o Estufa.

o Freezers -20 °C e -80 °C.

o Microcentrifuga.

¢ Microdesmembrador (Bead-beater).
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Figura1 - Etapas simplificadas para a quantificacdo de GRA.

e Provetas (100 mL e 500 mL).

o Shaker.

o Sistema de filtracio.

» Termociclador para PCR convencional.
» Termociclador para qPCR.
 Transiluminador de LED.

« Agitador de tubos tipo Vortex.

8.2. Outros materiais

o Alga de Drigalski.

+ Caixa de isopor para transporte de amostra.

o Filme selante para microplacas.

o Frasco de coleta (1.000 mL).

o Gelo.

o Jaleco.

o Membrana de mistura de ésteres de celulose (0,22 um).
¢ Micropipetas e ponteiras (1.000 uL, 200 pL, 10 puL).
e Luvas.

o Papel craft.

o Papel toalha.

o Pingas.

o Placas Petri.

¢ Tubos com tampa de rosca (2 mL).

o Tubos tipo Eppendorf (2 mL).
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9. PROCESSAMENTO DAS
AMOSTRAS DE ESGOTO

91. Coleta e transporte

As coletas devem ser realizadas utilizando-se frascos esté-
reis de, a0 menos, 1.000 mL, contendo identificagdo com
cddigo da amostra e data da coleta. Sugere-se que a amos-
tragem seja feita de maneira composta. O transporte ao
laboratério deve ser feito sob refrigeragdo (temperatura
entre 2 e 8 °C).

9.2. Filtracdo e armazenamento

1. Utilizar sistemas de filtracio e pingas (embalados em
papel craft) autoclavados.

2. Montar os aparatos de filtragao, inserindo as membranas
de mistura de ésteres nos filtros e acoplando as bombas
a vacuo nos sistemas de filtragcdo correspondentes.

3. Ambientar provetas com cerca de 10 mL da amostra
de esgoto, e descartar o liquido.

4. Medir volumes entre 10 mL e 500 mL (varidvel, de
acordo com a turbidez e cor da amostra).

5. Verter a amostra no sistema e iniciar a filtragao (regis-
trar o volume filtrado).

6. Apos finalizar a filtragao, retirar a membrana com auxi-
lio de pingas estéreis e armazenar em tubos com tampa

de rosca estéreis (2 mL) a -80 °C.

10. EXTRACAO DE DNA

As amostras preservadas devem ser submetidas a extragao
de DNA gen6mico, de acordo com as instrugdes do fabri-
cante do kit comercial a ser utilizado. Sugere-se a utiliza-
¢do do kit FastDNA® SPIN Kit for Soil (MPBiomedicals®),
conforme protocolo descrito a seguir:

1. Adicionar amostra retida em filtro de membrana a um
tubo Lysing Matrix E.

2. Adicionar 978 uL de tampao fosfato salino (do inglés,
sodium phosphate buffer) a amostra no tubo Lysing
Matrix E.

3. Adicionar 122 puL de tampao MT.

4. Homogeneizar no instrumento FastPrep (adaptado, bead
deater) por 40 segundos (adaptado, 60 segundos) a uma

velocidade de 6,0 (adaptado, velocidade maxima).
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5. Centrifugar a 14.000 rotagdes por minuto (rpm) por
periodo entre 5 e 10 minutos (adotado, 10 minutos)
para obtencéo de pellet.

6. Transferir o sobrenadante para um tubo de 2,0 mL de
microcentrifuga limpo. Adicionar 250 UL de PPS (do
inglés, protein precipitation solution) e homogeneizar
invertendo o tubo 10 vezes.

7. Centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos para obter
um pellet precipitado. Transferir o sobrenadante para
um tubo limpo de 2,0 mL.

8. Ressuspender a suspensdo Binding Matrix e adicionar
1,0 mL ao sobrenadante em tubo de 2,0 mL.

9. Submeter a rotacdo, ou inverter com as maos, por
2 minutos, para permitir a ligagdo ao DNA. Colocar o
tubo em uma rack por 3 minutos para permitir a sedi-
mentacdo da matriz de silica.

10. Remover e descartar 500 L do sobrenadante, tomando
o cuidado de evitar o sedimentado de Binding Matrix.

11. Gentilmente ressuspender Binding Matrix na quan-
tidade restante de sobrenadante. Transferir aproxi-
madamente 600 UL da mistura para um Spin™ Filter
e centrifugar a 14.000 rpm por 1 minuto. Descartar
o filtrado e adicionar o restante da mistura ao Spin™
Filter e centrifugar como anteriormente. Descartar o
filtrado novamente.

12. Adicionar 500 UL de solu¢ao SEWS-M preparado com
etanol, e ressuspender gentilmente o pellet usando a
pressao do liquido pela pipeta.

13. Centrifugar a 14.000 rpm por 1 minuto. Descartar o
filtrado.

14. Sem nenhuma adi¢ao de liquido, centrifugar novamente
a14.000 rpm para “secar” a matriz residual da solugdo
de lavagem. Descartar o tubo de coleta e substituir por
um tubo de 1,5 mL limpo.

15. Secar o Spin™ Filter ao ar por 5 minutos a temperatura
ambiente.

16. Ressuspender gentilmente a Binding Matrix (abaixo
do Spin™ Filter) em volume entre 50 e 100 uL (ado-
tado, 100uL) de DES (do inglés DNase/Pyrogen-Free
Water)

17. Centrifugar a 14.000 rpm por 1 minuto para filtrar o

DNA eluido para o tubo de coleta limpo. Descartar o
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Spin™ Filter. DNA agora esta pronto para PCR e outras
aplicagoes correlatas. Preservar por -20 °C por perio-

dos estendidos ou 4 °C até o uso.

A quantificagdo do material genético extraido (ng-uL")
deve ser realizada em espectrofotometro de qualquer
marca ou similar ao NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific®).

11. QUANTIFICAGCAO DE GENES
DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

A técnica da qPCR ¢ utilizada para se estimar o nimero
de copias dos genes de interesse. Nesta metodologia, o
ciclo no qual a reagdo atinge o limiar da fase exponen-
cial é denominado Ciclo de Threshold (Ct), que permite a
quantificagdo exata e reprodutivel de acordo com a fluo-
rescéncia emitida. A intensidade da fluorescéncia é pro-
porcional & quantidade de produto gerado na reagéo, e os
resultados sdo visualizados em grafico de amplificagao.
As etapas utilizadas para a quantificagao dos genes sao

descritas nos itens seguintes.

11.1. Obtencao dos plasmideos recombinantes

para as curvas-padrao de qPCR

Plasmideos recombinantes contendo os genes de inte-
resse devem ser utilizados para elaboracdo das curvas
padrao dos ensaios de qPCR. Os plasmideos sao obtidos
por método de clonagem, no qual se realiza a ligagao
do produto da qPCR amplificado em vetor plasmidial
e insercao em células competentes. Sugere-se a utili-
zagao do protocolo de clonagem bacteriana e reagen-
tes do kit pGEM®-T Easy Vector (Promega; Madison,

WI), como descrito a seguir.

11.1.1. Protocolo da reacao de ligacao

1. Centrifugar brevemente os tubos de pGEM®-T Easy
Vector e o Control Insert para coletar o contetdo que
fica na parte inferior dos tubos.

2. Montar as reagdes de ligagdo conforme descrito na
Tabela 1.

3. Incubar as reacdes durante 1 hora a temperatura
ambiente. Alternativamente, pode-se incubar over-
night a 4 °C.
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Tabela 1- Reacgdes de ligacao.

Controle
positivo

Reacao
Padrao

Background
Control

Componente da Reagdo

2X Rapid Ligation Buffer,

T4 DNA Ligase St Suk Suk
PGEMR-T ou pGEMR-T Easy

Vector (50 ng) Tuk Tk Tk
Produto de PCR® XuL®

Control Insert DNA 2uL

T4 DNA Ligase (3 Weiss

unitsul Tk s Tht
Agua livre de nucleases para

completar o volume gsplOpL | gsplOuL | gsplOpuL

Notas: "Uma aliquota da reacao de PCR deve ser analisada em um gel de agarose
antes de usar na reacao de ligacao para verificar que a reacao produziu o fragmento
desejado. O produto de PCR a ser ligado deve ser purificado, utilizando-se os kits da
Promega de purificagdo do gel ou produto da PCR. A exposicao de produtos de PCR
a luz ultravioleta (UV) deve ser minimizada a fim de evitar a formacao de dimeros de
pirimidina. ?A razao molar entre o produto da PCR/vetor pode requerer otimizagao.

11.1.2. Otimizacao da razao molar inserto/vetor

O kit pGEM®-T Easy Vector foi otimizado usando uma rela-
¢do molar 1:1 do inserto de controle para os vetores. No
entanto, as propor¢oes de 8:1 a 1:8 foram utilizadas com
sucesso. Se as experiéncias iniciais com o produto de PCR
nao forem boas, a otimiza¢ao da razdo pode ser necessa-
ria. Razoes de 3:1 a 1:3 fornecem bons parametros iniciais.
A concentragao de produto de PCR deve ser estimada em
comparagao com padrdes de massa de DNA em um gel.
A quantidade apropriada de produto de PCR (inserto) para

colocar na reagao de ligagao pode ser obtida pela Equagao 1:

ng de vetor x tamanho do inserto (kb)

X razdo molar inserto: vetor
tamanho do vetor (kb) ( ]-)

ng de inserto =

11.1.3. Transformacao usando a reacdo de ligacao

Materiais

o Meio Luria Bertani (LB) acrescido de Ampiclina, IPTG
e X-Gal.

o Meio SOC (retirar da geladeira alguns minutos antes
de usar).

» Reagio de ligacao.

Preparo do meio de cultura
o Preparar a quantidade de Agar LB necessaria (fazer

em duplicata cada reagao de ligagdo e 2 placas para
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o controle do DNA) e autoclavar por 15 minutos a
121 °C.

o Deixar esfriar o meio até 50 °C e adicionar a Ampicilina
na concentragao de 100 pg-mL™.

o Colocar cerca de 30 a 35 mL de meio de cultura em
placas de Petri com didmetro de 85 mm.

o Deixar endurecer e estocar a 4 °C por até 1 més.

Solugao Estoque IPTGa O1M

Pesar 1,2 g de IPTG e adicionar agua Milli-Q para um
volume final de 50 mL. Esterilizar a soluc¢do usando filtro
de seringa de 0,22 um. Estocar a 4 °C.

X-Gal 2 mL)

Pesar 100 mg de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-galac-
tosode e dissolver em 2 mL de N,N"*-Dimetil-Formamida.
Armazenar em frasco ambar, ou cobrir com aluminio para

proteger da luz, e estocar a -20 °C.

Placas de agar LB com Ampicilina, IPTG e X-Gal

Os reagentes IPTG e X-Gal podem ser incorporados de

duas formas ao agar LB:

o Com o agar ainda liquido acrescido de Ampicilina,
incorporar por pour-plate 0,5 mM IPTG e 80 pg-mL™*
de X-Gal; ou

o Com o agar ja pronto (sélido) com Ampicilina,
colocar sobre a placa 100 UL de IPTG (100 mM) e
20 uL de X-Gal (50 mg-mL™"). Espalhar em toda a
superficie da placa (spread-plate) e deixar a 37 °C
por 30 minutos para os reagentes serem absorvi-
dos. Este procedimento deve ser feito antes de usar

o meio de cultura.

11.14. Protocolo de Transformacao

1. Preparar duas placas de 4gar LB com Ampicilina/IPTG/
X-Gal para cada reagao de ligacao, mais duas placas para
determinar a eficiéncia da transformagéo. Deixar as
placas em temperatura ambiente antes do uso.

2. Centrifugar brevemente os tubos contendo a rea-
¢do de ligagao e coletar o contetido da parte infe-
rior. Adicionar 2 UL de cada reagdo de ligagao em um

microtubo estéril de 1,5 mL e deixar em banho de gelo.
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Preparar um tubo com 0,1 ng do plasmideo néo cor-
tado como controle da eficiéncia de transformacao.

3. Retirar do freezer -80 °C as células competentes do
kit (JM109) e deixar também no banho de gelo por
5 minutos. Misturar gentilmente o tubo. Evitar exces-
sivas pipetagens (congelar e descongelar, pois as célu-
las competentes sdo extremamente frageis).

4. Cuidadosamente, transferir 50 uL das células para cada
tubo com a reagao de ligagdo que ficou no banho de gelo
(Passo 2). Para a determinacio da eficiéncia de trans-
formacao, use 100 UL de células para o controle do
plasmideo nao cortado.

5. Misture os tubos gentilmente e coloque no banho de
gelo por mais 20 minutos.

6. Faga um choque térmico nas células por periodo de
45 a 50 segundos no banho maria a 42 °C exatamente.
Nao misturar.

7. Imediatamente, retorne os tubos para o banho de gelo
por 2 minutos.

8. Adicione 950 UL do meio SOC a temperatura ambiente
no tubo contendo as células transformadas mais a rea-
¢do de ligagdo e 900 UL no tubo controle com o plas-
mideo nao cortado.

9. Incubar por 1h30 minutos a 37 °C em estufa com agi-
tagdo (Shaker) de aproximadamente 150 rpm.

10. Plaquear, em duplicata, 100 pl de cada reagdo de trans-
formagdo na placa de dgar LB com ampicilina/IPTG/
X-Gal. Para o controle do plasmideo nédo cortado,
¢é recomendado diluir o tubo com o meio SOC 1:10
e plaquear.

11. Incubar as placas over-night (de 16 a 24 horas) a 37 °C.

Selecionar as colonias brancas.

As colonias brancas devem ser repicadas em placas
Petri contendo agar LB e, posteriormente, submetidas a
reacdo de PCR convencional com os primers especificos
para os genes de interesse, para confirmagao do éxito da
transformagao e clonagem pela andlise de bandas em gel
de eletroforese. As linhagens clonadas podem ser preser-
vadas em caldo LB estéril (10% de glicerol) a -80 °C.

Para extragdo do DNA plasmidial, os clones recombi-

nantes devem ser cultivados em 400 uL de caldo LB estéril
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com ampicilina em concentragdo de 100 pg-mL", e incu-
bados por um periodo de 16 a 19 horas a 35 °C. A extra-
¢do plasmidial pode ser realizada utilizando-se mini-preps
caseiros (sugere-se, neste caso, a utilizacao do kit GenElute™
HP Five-Minute Plasmid Miniprep - Sigma Aldrich; St.
Louis, MO). E necessério quantificar o DNA (plasmideo
+ inserto) extraido (sugere-se utilizar NanoDrop™ Lite,
Thermo Scientific®), e preservar a -20 °C para elabora-
¢do das curvas-padrio nos ensaios de PCR em tempo real.

Sabendo que 1 mol de par de base (pb) possui 649 g (sendo
1 mol equivalente a 6,022 x 10* moléculas ou cdpias) e que o
tamanho do plasmideo recombinante ¢ igual ao tamanho do
plasmideo (3015 pb, kit pGEM®-T Easy Vector) mais inserto
(equivalente ao tamanho do amplicon, que é variavel de acordo
com o gene de interesse), o calculo para a obten¢do da con-
centrac¢do dos plasmideos (em n° de cdpias-uL*) no primeiro

ponto das curvas-padrao é efetuado conforme a Equagio 2.

L. Concentragédo do plasmideo recombinante (g - uL™) x 6,022 x 1023(cépias) 2
Ne de copias - L™t = ( )

Tamanho do plasmideo recombinante em pb x 649 (g)

Ap6s se estimar a quantidade de DNA do inserto (em
nanogramas), deve-se realizar dilui¢oes seriadas do DNA
plasmidial (para os gene-alvo) em agua ultrapura em
proporcao variavel (p. ex.: 1:10; 1:5), para a calibracao e
padronizagao das curvas-padrao. Utiliza-se um volume de
2,0 uL de DNA a partir de cada diluigdo, que serd adicio-
nado na reagdo de qPCR. A reagao de amplificagdo (para
cada concentragdo de DNA/dilui¢do) serd feita em tripli-
cata, e as respectivas curvas de amplificagdo sao utiliza-

das para elaboragdo da equacio linear do experimento.

11.2. PCR em tempo real

A quantificagdo absoluta de genes de resisténcia a antibioti-
cos é realizada por meio de qQPCR (sugere-se o equipamento
Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System acoplado a
7500 Softwarev2.3, ThermoFisher®). Emprega-se pares de ini-
ciadores (primers) referentes aos genes-alvo, como, por exemplo,
0s que conferem resisténcia a sulfonamidas (sull), tetraciclinas
(tetA), B-lactamicos (blaTEM), macrolideos (ermB), quinolonas
(gnrB), entre outros. As condi¢oes de amplificacio utilizadas

para a quantificacdo de cada gene estao descritas na Tabela 2.
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O programa se encerra com a elaboragdo da curva de
melting (ou de dissociagdo), ttil para checar a pureza dos
produtos amplificados, com a geragdo de um grafico no
qual, idealmente, se observa um pico unico. Tal etapa é
crucial para se verificar a possivel ocorréncia de ampli-
ficagao de produtos inespecificos (p. ex.: dimeros de pri-
mer), que poderiam super ou subestimar os resultados.
Esta etapa, comum para todas as reagdes de qPCR, deve
seguir as diretrizes indicadas em cada equipamento (para
o aparelho sugerido, esta etapa consistiu em 15 segun-
dos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, 30 segundos a 95 °C e 15
segundos a 60 °C).

Asreacoes devem ser realizadas em triplicata, tanto para
as amostras, quanto para os controles negativos e dilui¢cdes
das curvas padrao. O volume final de cada reagao consiste
em 20 UL contendo 10 UL de mix (sugere-se Power™SYBR®
Green PCR Master Mix ou Power UP™ SYBR® Green Master
Mix - Thermo Fisher Scientific), 2,0 UL de amostra de DNA
e primers com concentragdes indicadas pelo fabricante do
mix. O volume final é alcangado completando-se as rea-
¢des com agua ultrapura. Os master mixes contém tampao
de PCR, MgCl,, enzima Taq polimerase (de tipo particular
para cada mix), dNTPs, e corantes ROX™ e SYBR® Green.

O SYBR® Green é um composto fluorescente amplamente
utilizado em reagdes de qPCR, o qual se liga na fita dupla de
DNA de maneira altamente- especifica, e emite fluorescéncia
conforme transcorre a reagio de amplificagdo. A fluorescén-
cia emitida é captada pelo equipamento, sendo medida no
final de cada ciclo de amplificagio para determinar, relativa
ou absolutamente, a quantidade de DNA amplificado atra-
vés da conversao de emissao luminosa em dados numéricos.

Para se estimar o nimero de copias dos genes por
reagdo, utiliza-se as equagdes da reta obtidas a partir
das curvas-padrao, conforme explicitado na Equagio 3.
O logaritmo de cada concentragao conhecida na série
de diluicdo (eixo X) é plotado contra o valor de Ct para
essa concentragdo (eixo Y). A partir desta curva-padrio,
informagdes sobre o desempenho da reagdo (eficién-
cia), bem como vérios parametros da reacao (incluindo
inclinagdo - slope, ordenada na origem - Y-intercept
e coeficiente de correlagdo - r*) podem ser derivadas.

As concentragoes escolhidas para a curva-padrao devem
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abranger a faixa de concentragdo esperada do alvo nas
amostras experimentais.
Y=aX+b (3)
Na qual: Y - valor de Ct; a - inclinagao da reta (slope); X -
log (n° de copias); b - ordenada na origem (Y-intercept).

No método de quantificagdo por curva-padrio, a
inclinacio da reta dita a eficiéncia da reagdo de qPCR, e
os dados sdo calibrados a partir da ordenada na origem.
Neste método, os valores de Ct (utilizados para se calcular
o numero inicial de copias de DNA) sao transformados
em dados quantitativos (n° de copias do gene de interesse).
A eficiéncia da reacdo, idealmente, deve apresentar um
percentual entre 90% e 110%, o que corresponde a uma
inclinagao entre -3,58 e -3,10. O coeficiente de correlagao
(r*) ¢ uma medida que determina o quao bem os dados se
ajustam a curva-padrao, e seu valor reflete a linearidade da

curva. Idealmente, seguindo o modelo de regressao linear,

r? = 1; contudo, para a analise dos dados de qPCR, geral-
mente sdo considerados valores de r? superiores a 0,99.

Os resultados finais podem ser expressos em nimero de
copias-mL"! apos aplicagdo de fatores de conversao. Para tal,
os dados obtidos através do 7500 Software v2.3 em n° de
copias sdo primeiramente convertidos a n° de cdpias pre-
sentes no volume de soluc¢o de eluigao contendo DNA total
(n° de copias-100 L de DNA™), produto da etapa de extra-
¢do, considerando: (i) a concentragao do material genético
no estoque (em ng-uL") e apos a diluiéo para ajuste de con-
centragdo ideal para a qPCR (aproximadamente 5,0 ng-uL™");
(ii) o volume de DNA utilizado na reagdo (2,0 uL); e (iii) o
volume total de solu¢ao contendo DNA total (100 uL).
Os resultados sao, entdo, convertidos a n° de copias-mL™
considerando-se o volume de amostra filtrado.

As concentragdes de GRA determinadas em esgoto
bruto variam de 4,0 a 8,0 logm copiassmL,ede3,0a7,0 log10
copias-mL em efluente tratado dependendo do gene de

resisténcia investigado (LEROY-FREITAS, 2020).

Tabela 2 - Condi¢bes adotadas para a quantificacao de GRA por ensaios de qPCR.

Primers e sequéncias Amplicon (pb) Condicoes Referéncia
1055-F
ATGGCTGTCGTCAGCT 95 °C por 10 min (1 ciclo); 95 °C por 15 5,50 °C )
(N

RNAr16S 1392-R 33/ por 1 min e 72 °C por 1 min (30 ciclos) Ferris et al. (1956)
ACGGGCGGTGTGTAC
int1-F

. CCTCCCGCACGATGATC 95 °C por 10 min (1 ciclo);, 95 °C por 15 5,55 °C )

()

it int-R 280 por 30 s e 72 °C por 10 s (40 ciclos) Goldstein e al. (2000
TCCACGCATCGTCAGGC
Ssul-F

Suf® CGCACCGGAAACATCGCTGCAC 163 95 °C por 5 min (1 ciclo), 95 °C 15 s, 60 °C por 1 Mao et al. 2015)
sull-R min (40 ciclos) '
TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG
tetA-F
GCTACATCCTGCTTGCCTTC 94 °C por 5 min (1 ciclo); 94 °C por 30 s, 55 °C

M

tetA tetA-R 210 por 1 min e 72 °C por 30 s (40 ciclos) Mao et al. (2015)
CATAGATCGCCGTGAAGAGG
blaTEM-F
GCACGAGTGGGTTACATCGA 95 °C por 10 min (1 ciclo); 95 °C 15 s, 60 °C por 1

[©]

blaTEM PIATEMR 3n min (40 ciclos) Carlson et al. (1999)
GGTCCTCCGATCGTTGTCAG
ermB-F
CGTGCGTCTGACATCTATCTGA 95 °C por 10 min (1 ciclo); 95 °C por 10 5,57 °C

(2)

ermB ermB-R 190 por 30 s e 72 °C por 30 s (40 ciclos) Mao et al. (2015)
CTGTGGTATGGCGGGTAAGTT
qnrB-F
GCGACGTTCAGTGGTTCAG 95°C por 10 min (1 ciclo); 95°C por 10 s, 57°C por

(2)

anrs gnrBR 148 30'se 72°C por 30 s (4O ciclos) Mao et al. (2015)

TGTCCAACTTAACGCCTTGTAA

Nota: ®Power™ SYBR® Green PCR Master Mix. ?PowerUp™ SYBR® Green Master Mix.
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em amostras de esgoto
Roteiro 3 - Determinacao de bactérias do ciclo do
nitrogénio por PCR em tempo real (qPCR)

Protocols for analysis and determinations in sewage samples
Protocol 3 - Determination of bacteria and genes
of the nitrogen cycle by gPCR
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1. DEFINICAO DE TERMOS

DNA  Acido desoxirribonucleico

ETE  Estagdo de tratamento de esgoto

GRA  Genes de resisténcia a antibidticos

qPCR Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
2.0BIJETIVO

O objetivo deste roteiro é apresentar a metodologia para a
identificacdo e quantificagdo de bactérias do ciclo do nitro-
génio por reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
(qPCR, do inglés quantitative real-time polymerase chain

reaction) em amostras de lodo e de esgoto.

3. CONCEITOS BASICOS

A reagao em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polimerase
chain reaction) ¢ uma metodologia independente de cultivo,
que possibilita a sintese de fragmentos de acido desoxirri-
bonucleico (DNA), usando a enzima DNA-polimerase. Esta
enzima sintetiza uma sequéncia complementar de DNA,
ap0s a ligacdo de um pequeno fragmento (o iniciador, ou
primer) a uma das cadeias do DNA alvo no ponto esco-
lhido para inicio da sintese. A reagao ¢é realizada dentro de

um termociclador, onde ocorrem etapas de desnaturagio

m

do DNA, possibilitando posteriormente o anelamento dos
iniciadores a fita de DNA e a extensdo dessa fita. Estas eta-
pas sao realizadas em diferentes temperaturas dentro do
termociclador. Como resultado, é obtida a amplificagdo de
determinada sequéncia de DNA (dependendo do iniciador

utilizado) com milhdes de copias deste fragmento.

4. PRINCIiPIO DO METODO

A gPCR é capaz de monitorar o progresso da PCR enquanto
ela é realizada. Os dados sdo coletados ao longo da reacao,
0 que revoluciona completamente o método de abordagem
da quantificacdo de DNA e acido ribonucleico (RNA) pela
PCR. A PCR em tempo real utiliza 0 momento do ciclo
da reacio no qual a amplificagdo de um alvo é detectada
pela primeira vez, ao invés da quantidade de alvo acu-
mulado, apds um determinado nimero de ciclos. Quanto
mais alto o nimero de cdpias iniciais do acido nucleico
alvo, mais rapido sera observado o aumento significativo

na fluorescéncia.

5.INTERFERENTES/CUIDADOS

Os procedimentos de centrifugacdo das amostras de

lodo, extragdo de DNA total e quantificagdo de genes das

|
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bactérias do ciclo do nitrogénio por qPCR devem atender

as seguintes consideragdes importantes para a obtengdo

de resultados confiéveis e de qualidade:

« Amostras devem ser devidamente homogeneizadas
antes das centrifugagdes.

« Volumes a serem centrifugados devem ser obrigatoria-
mente medidos e registrados para o calculo posterior
da qPCR.

 Os pellets provenientes da centrifugagdo das amostras
devem ser armazenados, preferencialmente, a -80 °C
até que sejam submetidos a extragdo de DNA.

« DNA total extraido deve ser armazenado a -80 °C.

« Produtos da clonagem bacteriana devem ser armaze-
nados a -80 °C.

» Reagentes de PCR convencional, qPCR e clonagem
bacteriana devem ser armazenados a -20 °C e, quando

em uso, devem ser mantidos em racks refrigeradas.

Todo o material utilizado (aparatos de filtragéo, pin¢as,
ponteiras, tubos, placas) deve estar estéril e o uso de luvas
¢ imprescindivel durante todas as etapas, a fim de se evi-
tar qualquer tipo de contaminagao. Para a montagem da

reagdo de qPCR, as luvas devem ser sem talco.

6. APLICACAO DO METODO

O método se aplica a determinagdo e a quantificagdo de

genes de bactérias do ciclo do nitrogénio (gene RNAr 16S

de bactérias anammox, RNAr 16S de Nitrobacter, RNAr
16S de Nitrospira, gene amoA que codifica a enzima amo-
nia monoxigenase de bactérias oxidadoras de amonia -
BOA e gene 6xido nitroso redutase de bactérias desni-
trificantes) em amostras de lodo e esgoto. Este método
foi testado e aplicado para a quantificagao de bactérias
do ciclo do nitrogénio presentes em reatores com ati-
vidade anammox (LEAL et al., 2016; FERNANDES et al.,
2018; PEREIRA et al., 2019).

7.FLUXOGRAMA DO METODO

Na Figura 1 é apresentado o fluxograma simplificado do
método de determinagio e a quantificagdo de genes de

bactérias do ciclo do nitrogénio por qPCR.

8. COLETA/AMOSTRAGEM,
ACONDICIONAMENTO, IDENTIFICACAO
E PRESERVACAO DE AMOSTRAS

As amostras de lodo devem ser coletadas em frascos de
50 a 100 mL e transportadas até o laboratdrio em caixa
de isopor contendo gelo. Ao chegar ao laboratoério, as
amostras devem ser centrifugadas a 10.000 rotagdes por
minuto (rpm) por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, as
amostras devem ser lavadas trés vezes com tampao fosfato-
-salino (PBS 1X, NaCl, Na,HPO,, NaH PO, pH entre 7,2
e 7,4), sendo centrifugadas novamente apds cada lavagem.

Apos lavagem, transferir uma aliquota contendo 0,5 g de

Extragéo de
Coleta e processamento da DNA

amostra

Clonagem e obtengéo dos
plasmideos recombinantes

Diluicdo dos plasmideos
para a Curva-Padréo

Preparo das reaces e
montagem da placa de
gPCR

Quantificagéo dos
genes alvo por gPCR

Figura 1 - Etapas da quantificacdo por gPCR.
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lodo para tubo do tipo Eppendorf (2 mL). Identificar cada
tubo com o0 nome da amostra e a data da coleta. Caso a
amostra ndo seja processada apds a lavagem (para a extra-
¢do de DNA), armazenar a -20 °C. Posteriormente, o lodo
deve ser submetido ao processo de extragao de DNA, uti-
lizando a metodologia descrita pelo fabricante do kit uti-

lizado. O DNA extraido deve ser armazenado a -80 °C.
9. MATERIAIS

9.1. Aparelhagem

o Termociclador.

 Centrifuga.

« Microcentrifuga para placa de PCR.
« Agitador de tubos tipo Vortex.

+ Espectrofotdmetro NanoDrop.

« Capela de Fluxo Laminar.

9.2. Reagentes, padrdes e material certificado

o Tampaio fosfato-salino (PBS 1X, NaCl, Na HPO,,
NaH_PO,, pH = 7,2-7,4).

 Master mix para qPCR (inclui os reagentes paraa qPCR: tam-
pdo, MgClz, a enzima Taq polimerase Hot start, ANTPs, o
corante SYBR Green I e o corante de referéncia passiva ROX).

o Iniciadores foward e reverse (ver Tabela 4).

+ Plasmideos recombinantes (para constru¢ao das cur-
vas padréo).

o Agua ultrapura para biologia molecular.

9.3. Outros materiais

« Tubos tipo Eppendorf (2 mL).

« Tubos tipo Eppendorf (500 pL).

o Microplacas para qPCR.

« Suporte para microplacas.

» Micropipetas e ponteiras (1.000 pL, 200 pL, 10 pL).
o Jaleco.

o Luvas.

« Tubos de centrifugagdo tipo Falcon (50 mL).
e Frasco de coleta (100 mL).

o Caixa de isopor para transporte de amostra.

« Gelo em gel.

(n, Cadernos Técnicos Eng Sanit Ambient | v2. n4. Especial | 2022 | 21-26

10. PROCEDIMENTO

10.1. Montagem das curvas padrao

As curvas padrio sdo construidas a partir de plasmideos

recombinantes contendo os genes especificos dos organis-

mos alvo. Os plasmideos utilizados nas curvas padrao para
identificagdo de bactérias do ciclo do nitrogénio, disponi-
veis no Laboratério de Microbiologia do Departamento de

Engenharia Sanitaria e Ambiental (DESA), foram obtidos

por MacConell (2014). Caso seja necessario realizar a clo-

nagem para obtenc¢ao de novos plasmideos recombinantes,
consultar o protocolo para Clonagem bacteriana utilizando

o kit pGEM®-T Easy Vector (Promega) e o buffer 2x Rapid

Ligation (Promega), seguindo instrug¢des do fabricante.
O Plasmideo recombinante (plasmideo + inserto) deve

ser quantificado em espectrofotometro NanoDrop e, a

partir do resultado obtido, calcula-se a massa do inserto

de acordo com as etapas seguintes:

o Calcula-se a concentracdo (em nimero de copias-pL+)
dos plasmideos no primeiro ponto das curvas-padrio,
considerando que 1 mol de par de base (pb) possui 649
g (sendo 1 mol equivalente a 6,022 x 10 moléculas ou
cdpias) e que o tamanho do plasmideo recombinante
¢ igual ao tamanho do plasmideo (3015 pb) + inserto
(variavel de acordo com o grupo alvo - ver Tabela 1),

conforme Equagéo 1.

Concentragio do plasmideo recombinante (g - uL™*) X 6,022 x 102*(cépias) (1)

N° de copias - pL™! =
¢ coplas i Tamanho do plasmideo recombinante em pb x 649 (g)

« O namero de cdpias por pL do plasmideo recombi-
nante (plasmideo + inserto) é o mesmo do inserto,
assim tem-se a concentracdo inicial da curva-padrao.

« Aposaestimativa da concentragdo (em n° de cdpias-puL™?)
do inserto sdo realizadas diluicBes sucessivas do plas-
mideo recombinante em agua ultrapura. As diluicdes
podem ser nas propor¢Ges 1:5 ou 1:10 ou em outra
prorporcéo, a depender do plasmideo a ser utilizado
e, também, da quantidade de DNA alvo esperado nas
amostras. Recomenda-se a utilizagéo de 6 pontos na
curva- padrao.
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Na Tabela 1 sdo apresentados os plasmideos utilizados
nas curvas padrao para identificagao de microrganismos

do dominio Bactéria e do ciclo do nitrogénio.

10.2. Preparo das reacdes para
arealizacdo da PCR em tempo real
A concentragdo dos reagentes utilizados na reagdo de
qPCR ¢ apresentada na Tabela 2.

A partir das informagdes da Tabela 2, calcula-se os volu-
mes dos reagentes a serem pipetados, conforme exemplo

apresentado na Tabela 3.

Tabela 1 - Plasmideos utilizados para as curvas padrao.

Tamanho Tamanho do
Gene alvo . s .
doinserto | plasmideo +inserto

Dominio Bacteria 337 3352
RNAr 16S de Anammox 621 3636
RNAr16S de Nitrobacter 397 3412
RNAr 16S de Nitrospira 151 3166
NosZ de Bactérias desnitrificantes 500 3515
gnnqﬂgﬁade Bactérias oxidadoras de 491 3506

Tabela 2 - Concentragao de reagentes utilizados na reacao
deqPCR.

[n]

Preparar o mix para a reagdo da PCR em tubo tipo
Eppendorf (2 mL) dentro da capela de fluxo laminar.
Para o preparo do mix, pipetar no tubo a quantidade
correspondente ao volume total da d4gua ultrapura, do
master mix, do iniciador foward e do iniciador reverse.
Distribuir 18 pL do mix em cada pog¢o da placa de
qPCR destinado aos pontos da curva-padréo, branco
e amostras. Uma representagdo da placa é mostrada

na Figura 2.

10.3. Quantificacdo de genes de

bactérias do ciclo do nitrogénio por gPCR

A qPCR para quantificagdo absoluta de genes especificos de
bactérias do ciclo do nitrogénio é realizada por meio do equi-
pamento Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System
acoplado a 7500 Software v2.3 (ThermoFisher®). Sao utiliza-
dos pares de iniciadores (primers) referentes aos genes-alvo,
de acordo com o microrganismo que se deseja quantificar.
Os iniciadores sao apresentados na Tabela 4. As condi¢oes

Tabela 3 - Calculo do volume dos reagentes a serem pipetados.

Reacdo da qPCR (MIX)

Concentracgao da St e Volume por

R solucao esgto ue i BB L reacao (pL) Reagentes Volume por reagao (uL) el
¢ a de reacao ca0 (i g P 60t (ex.: 96 reagoes)

Agua ultra-pura Agua ultra-pura 75 720
Master mix® 2% x 10 Master Mix (2x) 10 960
Iniciador foward 30 pmol/ pL 375nM 025 Iniciador foward 025 24
Iniciador reverse 30 pmol/ pL 375nM 025 Iniciador reverse 025 24
Amostra de DNA 2 05 ng/ pL 20 Amostra de DNA? 20

Nota: YO Master mix inclui: tampao, MgCl,, a enzima 7aqg polimerase Hot start,
dNTPs, o corante SYBR Green | e o corante de referéncia passiva ROX.

Notas: PDe acordo com o total de reagdes. @A amostra de DNA deve ser adicionada
fora da capela de fluxo laminar para evitar a contaminacdo da capela.

IR E NI I N B N T TN R R
Al Al A10 A10 A10 A18 A18 A18

CP1 P P Al

B o2 | 2 | cr2 A2 A2 A2 ATl ATl ATl A19 A19 A19
cP3 | cP3 | cp3 A3 A3 A3 A2 A2 A2 A20 A20 A20
B s | s | e Ad Ad Ad AT3 A3 A3 A1 A1 A1
B s | s | ors A5 A5 A5 A4 A4 A4 A22 A22 A22
cP6 | cP6 | cCPé6 6 6 A6 AIS AIS AIS A23 A23 A23
A7 A7 A7 Al6 Al6 Al6 A24 A24 A24
B cooco | Banco | Branco | A8 A8 A8 AT7 AT7 AT7 A25 A25 A25

CP: Curva-padrao; A: Amostra
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Figura 2 - Representacao da Placa de gPCR com a localizacdo da curva padrao, branco e amostras.
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Tabela 4 - Condicdes adotadas para a quantificacao de genes de bactérias do ciclo do nitrogénio por ensaios de qPCR.

. o . Temperatura de A
Ampllcon (pb) anelamento (°C)

1055-F
mi ATGGCTGTCGTCAGCT
RNAY 165 do dominio 337 53 Ferris et al. (1996)
Bactéria 1392-R
ACGGGCGGTGTGTAC
Pla 46F
Ari GGATTAGGCATGCAAGTC
RNAT 165 de Bacterias 621 56 Van der Star et al.(2007)
Anammox Amx 667R
ACCAGAAGTTCCACTCTC
AmOoA-TF
Enzima Amonia GGGGTTTCTACTGGTGG
monoxigenase (AmoA) 491 57 Rotthauwe et al. (1997)
de BOA AMOoA-IR
CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC
NitroN98F
ACCCCTAGCAAATCTCAAAAAACCG
RNAr 16S de Nitrobacter 397 58 Graham et al. 2007)
Nitro-1423R
CTTCACCCCAGTCGCTGACC
NTSPAF
CGCAACCCCTGCTTTCAGT
RNAr 16S de Nitrospira 151 60 Kindaichi et al. (2006)
NTSPAR
CGTTATCCTGGGCAGTCCTT
, o noszF
Enama oxido CGYTGTTCMTCGACAGCCAG
ritroso redutase 500 55 Enwall et al. 005)
(nosZ) de bactérias nosZ1622R
desnitrificantes
CGSACCTTSTTGCCSTYGCG

de amplificagdo usadas no programa consistem em 40 ciclos
de desnaturagdo por 1 minuto (94 °C), anelamento dos ini-
ciadores por 1 minuto (temperatura de acordo com os ini-
ciadores, conforme especificado na Tabela 4) e extensao por
1 minuto. O programa se encerra com a elaboragao da curva
de melting (ou de dissociagdo), a fim de avaliar a pureza dos
produtos amplificados. Esta etapa consiste em 15 segundos
295 °C, 1 minuto a 60 °C e 15 segundos a 60 °C.

Para se estimar o nimero de copias dos genes por reacéo,
sdo utilizadas as equagdes da reta obtidas a partir das cur-
vas-padrao, conforme Equagéo 2. O logaritmo de cada
concentracdo conhecida na série de dilui¢do (eixo X) é
plotado contra o valor de Ct (Ciclo threshold) para essa
concentragio (eixo Y). A partir desta curva-padrio, infor-
magdes sobre o desempenho da reagao (eficiéncia), bem
como varios parametros da reagdo (incluindo inclinagao
- slope, ordenada na origem — Y-intercept e coeficiente de

correlagdo - r?) podem ser derivadas. As concentragdes

(n, Cadernos Técnicos Eng Sanit Ambient | v2. n4. Especial | 2022 | 21-26

escolhidas para a curva-padrao devem abranger a faixa de

concentragdo esperada do alvo nas amostras experimentais.
Y=aX+b (2)

Na qual: Y - valor de Ct; a - inclinagdo da reta (slope); X - log (n° de

copias); b - ordenada na origem (Y-intercept).

No método de quantificagdo por curva-padrao, a
inclinacdo da reta dita a eficiéncia da reagdo de qPCR,
e os dados sao calibrados a partir da ordenada na ori-
gem. Neste método, os valores de Ct (utilizados para se
calcular o namero inicial de copias de DNA) sdo trans-
formados em dados quantitativos (n° de cépias do gene
de interesse). A eficiéncia da reagdo, idealmente, deve
apresentar um percentual entre 90% e 110%, o que cor-
responde a uma inclinagdo entre -3,58 e -3,10. O coefi-

ciente de correlagao (r*) ¢ uma medida que determina
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0 quao bem os dados se ajustam a curva-padrao, e seu
valor reflete a linearidade da curva. Idealmente, seguindo
o modelo de regressao linear, r* = 1; contudo, para a ana-
lise dos dados de qPCR, geralmente sao considerados
valores de r? superiores a 0,99.

Os resultados finais podem ser expressos em n° de
copias-g” de lodo apds aplicagdo de fatores de conversao.
Para isso, os resultados obtidos por meio do 7500 Software
v2.3 em n° de copias-uL" devem ser multiplicados pelo
volume de DNA utilizado na reagdo (2 pL) e, em seguida,
multiplicado pelo volume total de DNA obtido na extragdo
de DNA (100 pL) a partir de 0,5 g de lodo. A concentra-
¢ao de bactérias do ciclo do nitrogénio determinada por

este método dependera das condi¢des operacionais do

reator bem como do tipo de efluente a ser tratado (LEAL
et al., 2016; FERNANDES et al., 2018; PEREIRA et al. 2019).
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Roteiros para analises e determinacoes
em amostras de esgoto

Roteiro 4 - Quantificacao de colifagos F
especificos e somaticos

Protocols for analysis and determinations in sewage samples

Protocol 4 - Quantification of F-specific and somatic coliphages

Maria Fernanda Espinosa', César Rossas Mota Filho**
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1. DEFINICAO DE TERMOS
ETE  Estagdo de tratamento de esgoto
PBW  Phosphate Buffered Water

TSA  Tryptic Soy Agar

TSB  Tryptic Soy Broth

UFP  Unidades formadoras de placas
VEH  Virus entéricos humanos
2.0BJETIVO

O objetivo deste roteiro é disponibilizar uma metodologia
de processamento de amostras de esgoto bruto ou tratado

para a quantificagao de colifagos F-especificos e somaticos.

3. CONCEITOS BASICOS

Os colifagos sao virus que infectam células de bacté-
rias do grupo coliformes incluindo Escherichia Coli (E.
Coli). Geralmente sdo encontrados no intestino, sendo
excretados nas fezes de humanos e outros animais de
sangue quente. Os colifagos tém-se tornado modelos, ou

melhor, indicadores de Virus Entéricos Humanos (VEH),

0

porque compartilham algumas caracteristicas simila-
res com os VEH, como estrutura, composigdo, morfo-
logia, tamanho e lugar de réplica e outras propriedades
como remogao e resisténcia a processos de desinfec¢io
(GrABOW, 2001; JOFRE et al., 2016; D1as et al., 2018).
Sao facilmente detectaveis e quantificaveis com técnicas
de cultivo rapidas, simples e de baixo custo (GrRaABOW,
2001; JOFRE et al., 2016).

Os colifagos sao detectados e enumerados usando o
método quantitativo de placas (Apams, 1959), que pode
ser realizado usando camada simples ou dupla de agar.
O método baseia-se na quantificagdo de placas, forma-
das devido a lise celular que pode ocorrer por um unico
virion ou por um aglomerado de virions, que ddo origem
a uma unica unidade formadora de placa (UFP) (JOoFRE
et al., 2016).

4. PRINCiPIO DO METODO

Um volume de amostra (500 uL), previamente filtrada

(filtros de seringa de membrana de polietersulfona - PES
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de 0,22 um) para remover sélidos suspensos e bactérias
indesejadas, é complementado com as bactérias hospe-
deiras. No meio de agar fundido (15 mL) é colocada uma
camada inferior (5 mL) que contém a amostra e o hospe-
deiro. Depois que a camada de agar e a amostra que con-
tém as bactérias hospedeiras se solidificam, a placa é incu-
bada a 37 °C durante a noite (14 horas) para que ocorra o
desenvolvimento de zonas circulares formadas pela lise da
célula bacteriana (placas). Tais placas de lise sdo contadas
e a concentracgao de colifagos ¢ calculada como unidades
formadoras de placas (UFP) por unidade de volume de
amostra. O método de dupla camada de agar aqui apre-
sentado é baseado nos protocolos descritos em 9224B e
9224C dos Standard Methods (APHA/AWWA/WEE 2017).

5.INTERFERENTES/CUIDADOS

Os procedimentos de dilui¢ao de amostras de esgoto e

quantificagdo de colifagos devem atender a algumas con-

sideracdes importantes para a obtencdo de resultados
confiaveis e de qualidade:

o Asamostras devem ser devidamente homogeneizadas
antes das diluicdes.

o A cadadilui¢do deve-se padronizar a homogeneizagao
e realizar a troca das ponteiras.

o Sempre incubar as amostras com as placas Petri inver-
tidas e por periodo de 16 a 18 horas a temperatura de
37,5 °C.

o A faixa recomendada de placas de lise por placa Petri
para contagem e quantificagdo deve ser entre 20 e 200
UFP. Placas Petri com menos de 20 placas de lise podem
gerar resultados subestimados, e placas Petri com mais

de 200 placas podem gerar resultados superestimados.

Todo o material utilizado (tubos, placas, filtros, pon-
teiras) deve estar estéril e o uso de luvas é imprescindivel
durante todas as etapas, a fim de se evitar qualquer tipo

de contaminacao.

6. APLICAC[\O DO METODO
Este método é aplicavel a matrizes ambientais liquidas
como esgoto bruto e tratado, e matrizes solidas como lodo

de estagoes de tratamento de esgoto (ETEs).
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7.FLUXOGRAMA DO METODO
Na Figura 1 ¢é apresentado o fluxograma simplificado do
método de dupla camada de agar para enumeragdo de

colifagos F-especificos e somaticos.
8. MATERIAIS

8.1. Aparelhagem

o Autoclave.

« Capela de fluxo laminar.
o Estufa.

e Freezer, -20 °C.

o Geladeira, 4 °C.

o Incubadora Shaker.

« Agitador de tubos tipo Vortex.

8.2. Cepas das bactérias hospedeiras
o E. Coli Famp (ATCC#700891) para colifagos F-especificos.
o E. Coli CN13 (ATCC#700609) para colifagos somaticos.

100 pL hospedeiro
500 yL
amostra 5mLTSB +
filtrada 0,7% plv agar +
1% viv
antibiotico
15mL TSB +
1,5% plv agar
+1% viv
antibidtico
Incubar a
placa a
37 °C entre
16e18h Contar as
placas de lise.
Resultados em
UFP-mL"

Figura 1 - Fluxograma do método de dupla camada de agar
para enumeracao de colifagos F-especificos e somaticos.
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8.3. Outros materiais

o 4 FErlenmeyer de 100 mL estéril (autoclavado a 121 °C
por 15 min).

o Frascos tipo Schott de 500 mL e 250 mL.

o Agitador magnético estéril (autoclavado a 121 °C por
15 min).

« Ponteiras de 10 e 1.000 UL estéreis.

o Placas Petri estéreis.

o Seringas de 10 ou 20 mL.

o Filtro para seringa KASVI, Membrana PES 0.22 um
estéril - K18-230.

e Luvas.

o Jaleco.

» Micropipetas e ponteiras (1.000 uL, 200 uL, 10 uL).

o Papel craft.

« Fita de autoclave.

o Papel toalha.

o Tubos com tampa de rosca (2 mL).

o Meio de cultura TSB (do inglés, tryptic soy broth).

o Agar bacterioldgico.

9. PROCESSAMENTO DAS
AMOSTRAS DE ESGOTO

91. Coleta e transporte

As coletas devem ser realizadas utilizando-se frascos estéreis de,
ao menos, 1.000 mL, contendo identificagdo, incluindo codigo
da amostra e data da coleta. Sugere-se que a amostragem seja
feita de maneira composta (coletar cerca de 1 L de amostra a
cada 20 minutos, por periodo de 1h; ao final misturar essas
amostras compondo uma tinica). O transporte ao laboratério

deve ser feito sob refrigeragdo (temperatura entre 2 e 8 °C).

9.2. Preparacao de antibidticos

Estoque de antibiotico ampicilina/estreptomicina para

hospedeiro FAMP (ATCC#700891):

1. Dissolver 0,15 g de sal de ampicilina sédica e 0,15 g de
sulfato de estreptomicina em 100 mL de d4gua destilada.

2. Esterilizar a solucdo por meio de filtracdo. Usar filtro
de seringa de membrana PES de 0,22 um estéril.

3. Dispensar 5 mL em tubos tipo Falcon estéreis de

15 mL. Colocar a data da preparagao nos tubos, e
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armazenar congelado a -20 °C (pode ser conservado
por até um ano).
4. Antes da utilizacdo: descongelar em temperatura ambiente

ouaquecer em banho-maria a 36 °C e homogeneizar bem.

Estoque de antibiotico com acido nalidixico para hos-

pedeiro CN13 (ATCC#700609):

1. Dissolver 1,0 g de acido nalidixico em 100 mL de agua
destilada.

2. Esterilizar a solucdo por meio de filtracao. Usar filtro
de seringa de membrana PES de 0,22 um estéril.

3. Dispensar 5 mL em tubos tipo Falcon estéreis de 15 mL.
Colocar a data da preparagio nos tubos, e armazenar con-

gelado a -20 °C (pode ser conservado por até um ano).

Antes da utiliza¢do dos antibioticos: descongelar a tem-

peratura ambiente e homogeneizar bem.
9.3. Preparacao de meios de cultura

9.3.1. Preparacado do caldo TSB para crescimento

das bactérias hospedeiras overnight e fase log

1. Em um frasco tipo Schott de 250 mL, adicionar 3 g de
p6 TSB para cada 100 mL de agua destilada.

2. Misturar bem, aquecendo lentamente para dissolver.

3. Para crescimento overnight (de 18 a 20 horas de incu-
bacdo) e para crescimento da fase log (4 horas de incu-
bagdo), verter 25 mL em 4 Erlenmeyer de 100 mL.

4. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

5. Deixar esfriar em banho-maria a 55 °C.

6. Colocar 1% (v/v) do antibidtico para cada hospedeiro,
respectivamente.

7. Guardar na geladeira (4 °C) até o uso. Maximo 1 més.

9.3.2. Preparacao do caldo TSB +agar (TSA, do inglés
tryptic soy agar) para placas Petri e camada de agar overlay

Placas Petri com TSA:

1. Preparar o caldo em um frasco tipo Schott de 500 mL,
usando a relagdo de 3 g de p6 TSB para cada 100 mL
agua destilada. O volume de agua destilada pode ser

determinado pela Equagao 1:
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Volume (mL) = (n° de placas x 16 mL) + 10% (1)

Na qual: 16 mL é o volume equivalente aproximado que serd vertido

em cada placa Petri; 10% ¢é o fator de seguranga devido a perdas.

2. Adicionar agar bacteriologico a 1,5% (p/v) no caldo TSB
(p. ex.: 1,5 g de agar para cada 100 mL de caldo TSB),
aquecer durante a mistura.

3. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

4. Deixar esfriar em banho-maria (55 °C).

5. Adicionar 1% (v/v) de antibidtico respectivo para cada
hospedeiro.

6. Verter entrel5 e 17mL em cada placa Petri.

7. Deixar a placa esfriar a temperatura ambiente até o
meio ficar sélido.

8. Colocar as placas em saquinhos e identificar com o
tipo de meio (TSA), data e responséavel. Guardar a 4

°C até o uso (méaximo um més).

Tubos com TSA overlay:

1. Preparar o caldo em um frasco tipo Schott de 500 mL,
usando a relagdo de 3 g do meio de cultura TSB para
cada 100 mL de dgua destilada. O volume de agua des-

tilada pode ser determinado pela Equagao 2:

Volume (mL) = (n° de placas x 16 mL) + 10% (2)

Na qual: 6 mL é o volume equivalente aproximado que serd vertido

em cada tubo overlay; 10% ¢é o fator de seguranca devido a perdas.

2. Adicionar agar a 0,7% (p/v) no caldo TSB, aquecer
durante a mistura.
3. Verter 5a 6 mL em tubos pequenos de vidro e colocar

a tampa meia rosca.

1NN

. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

1

Deixar esfriar em banho-maria a temperatura de 55 °C.

o)}

. Adicionar 1% (v/v) de antibidtico respectivo para cada

hospedeiro.

~

Fazer apenas um dia antes da analise e guardar na estufa

a 60 °C para ndo endurecer.

Importante: Nao adicionar os antibidticos (ampici-

lina/estreptomicina ou acido nalidixico) ao TSB até que a

30

temperatura esteja em 55 °C ou inferior (superior a 35 °C
para evitar endurecer o agar). Os antibidticos s6 poderao

ser adicionados no dia do plaquamento.
9.4. Preparacao de reagentes para diluicao

Agua Tamponada Fosfato (PBW, do inglés Phosphate
Buffered Water): utilizada para diluicdo de amostras

Solugoes estoque de KH PO, (Peso Férmula 136,09):

1. Dissolver 34,0 g para 500 mL de agua destilada.

2. Ajustar o pH para 7,2 £ 0.2, e depois diluira 1 L.

3. Esterilizar por autoclavagem durante 15 minutos a
121 °C.

Solugoes estoque de MgCI, (Peso Formula 203,3):

1. Dissolver 40,6 g para 500 mL de agua destilada.

2. Esterilizar por autoclavagem durante 15 minutos a
121 °C.

Solugdo PBW de trabalho (1X):

(Para preparar um litro)

1. Adicionar 1,25 mL da solugao estoque KH,PO, e 5,0mL
da solugio estoque MgCl, a um frasco tipo Schott.
Adicionar 950 mL dgua Millipore ao frasco tipo Schott.
Ajustar o pH para 7,2+ 0,2 com 1N NaOH e IN HCL

Ajustar o volume final para 1,0 L.

Al S

Esterilizar por autoclavagem durante 15 minutos a
121 °C.

9.5. Preparacao dos hospedeiros
overnight e fase log

9.5.1. E. coli FAMP de Trabalho (ATCC#700891)

Cultura overnight:

1. Usar a preparacao do item 4.3.1 (Erlenmeyer com
caldo TSB previamente autoclavado e com antibiético
ampicilina/estreptomicina).

2. Deixar um tubo de estoque de E. Coli FAMP para
descongelar.

3. Inocular 2 uL de E. Coli FAMP descongelada no

Erlenmeyer com TSB e ampicilina/estreptomicina.
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4. Tampar o Erlenmeyer com papel craft e incubar a 37 °C
com agitagdo de 100 a 150 rpm durante uma noite
(entre 18 e 20 horas).

5. Armazenar a 4 °C até o uso.

Cultura Fase Log (em fase de crescimento logaritmico):

1. Inocular 1 mL da E. Coli FAMP overnight no Erlenmeyer
com TSB e ampicilina/ estreptomicina preparado no
item 4.3.1.

2. Incubar o Erlenmeyer durante 4 horas com agitagdo
de 100 a 150 rpm a 37 °C.

3. Usar esta cepa imediatamente ou deixar a 4 °C por até,

no maximo, 2 horas.

9.5.2. E. coli CN-13 de Trabalho (ATCC#700609)
Utilizar mesmo procedimento para E. Coli FAMP, somente

usando TSB com 4cido nalidixico.
10. QUANTIFICAC[\O DAS PLACAS

10.1 Analise especifica para amostras

liquidas de esgoto bruto e efluente tratado.

1. Homogeneizar a amostra e, em tubo de ensaio de 15
mlL, estéril, filtrar de 5 a 10 mL da amostra utilizando
uma seringa estéril de 20 mL e filtro de seringa estéril
de 0,22 pL.

2. Tampar o tubo, identificar a amostra e guardara4 £ 1
°C até estar pronto para o ensaio. Usar dentro de 24 h.

3. Preparar as diluicdes com PBW (item 9.4). Para encon-
trar o melhor fator de dilui¢do (FD) da amostra, deve-
rao ser testadas pelo menos 3 dilui¢oes. Para o esgoto
bruto, as dilui¢des recomendadas sao: 10:1, 10:2; para
efluente tratado: sem diluicédo, 10:1, 10:2.

4. Remover as placas e os antibidticos da geladeira e deixar
em temperatura ambiente uma hora antes da analise.

5. Ligar a luz UV da capela previamente, com periodo
aproximado de 20 min.

6. Checar pipetas e ponteiras de 100, 200 e 1.000 puL

7. Preparar apenas 4 placas de cada vez, pois o dgar
overlay endurece rapidamente. O recomendavel ¢é
fazer as analises por antibiotico e ndo por amostra.

Fica mais agil.
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8. Pegar o tubo pequeno com agar overlay da estufa e adi-
cionar as solugdes na seguinte ordem para se evitar a
contaminagdo dos reagentes:

o 50 uL (0,05 mL) de antibiético;

o 100uL (0,1 mL) de cultura fase log (hospedeiro); e

e 500 uL (0,5 mL) de amostra liquida (com as res-
pectivas diluigdes).

9. Agitar o tubo entre as palmas das maos e verter na placa
Petri com cuidado. Homogeneizar a amostra em cir-
culos e deixar secando na capela até o agar endurecer.

10. Depois colocar invertido na estufa a 37+1,0 °C durante
periodo de 16 a 18 horas.

11. Marcar as placas com o nome da cepa, a data e a diluigéo.

12. Contar o numero de zonas transparentes no tapete de
bactérias hospedeiras. Estas sdo as placas de colifagos
que infectaram as bactérias hospedeiras.

13. O resultado pode ser determinado pela Equagao 3:

UFP - mL-1 — FD X (média entre o nimero de placas das diluigdes) (3)
mee = Volume de amostra (0.5 mL)

14.Resultado esperado: Geralmente, para amostras de
esgoto bruto obtém-se valores de colifagos da ordem
de 10° a 10° UFP-100 mL" e para efluente secundario
tratado, da ordem de 10?a 10* UFP-100 mL", a depen-
der do tipo de sistema bioldgico de tratamento.

10.2. Analise especifica para

amostras de lodo de ETEs

Em amostras sélidas, os virus precisam ser extraidos

seguindo o protocolo descrito por Guzman et al. (2007):

1. Preparar 25 mL de amostras de lodo com extrato de
carne 10% na propor¢ao de 1:10 (v/v).

2. Parapreparar a solugao de extrato de carne 10%: 225 mL
de dgua destilada sao misturados com 22,5 g de extrato
de carne, o pH ¢ ajustado para 7,2 e a solugdo é esteri-
lizada antes de ser misturada com a amostra.

3. Misturar com aamostra e homogeneizar por agitacio magné-
tica (de 500 a 900 rpm) a temperatura ambiente por 20 min.

4. Centrifugar a amostra a 4.000 x g por 30 min.

5. Filtrar o sobrenadante através de membranas de tama-
nho de poro de 0,22 um. Este filtrado ¢é utilizado como

amostra final do lodo.
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6. Continuar com o passo 3 em diante do item 10.1.

7. Os resultados dos colifagos nas amostras de lodo sdo
calculados em UFP-mL" e depois ajustados e relata-
dos como UFP-g"' de matéria seca. E necessario rea-
lizar analise de s6lidos da amostra para fazer a trans-
formacao de unidade.

8. Resultado esperado: geralmente a concentragao de
colifagos verificada em amostra de lodo esta entre 10°
e 10* UFP-g", a depender do tipo de sistema de trata-
mento de origem do lodo.
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Roteiros para analises e determinacoes
em amostras de esgoto
Roteiro 5 - Concentracao e quantificacao do novo
coronavirus por técnicas moleculares

Protocols for analysis and determinations in sewage samples
Protocol 5 - Concentration and quantification
of the new coronavirus by molecular techniques
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r
1. DEFlNlCAO DE TERMOS da polimerase em tempo real com transcri¢do reversa
SARS-CoV-2 Sindrome respiratdria aguda grave coro-  (RT-qPCR, do inglés reverse transcription quantitate real-
navirus 2. -time polymerase chain reaction). Os primers e sondas
qPCR Reag¢do em cadeia da polimerase em tempo  (oligonucleotideos marcados com fluorescéncia) para a
real. detecgdo do SARS-CoV-2 foram selecionados a partir de
RT-qPCR Reagdo em cadeia da polimerase em tempo  regides do gene da nucleocapsideo (N) do virus. Na reagao
real com transcri¢do reversa. da RT-qPCR ocorre a transcrigdo reversa do acido ribonu-
cleico (RNA) isolado das amostras de esgoto para cDNA,
2.0BJETIVO por meio de reagentes e enzimas, e posterior amplificagao

O objetivo deste roteiro é descrever a metodologia para con-
centragao e quantificagiao do novo coronavirus por técnicas
moleculares, que possa ser utilizada em varios laboratorios
de paises em desenvolvimento, ja que utiliza equipamentos

convencionais para filtragdo de amostras de dgua e esgoto.

3. CONCEITOS BASICOS
A detecgao do novo coronavirus, (SARS-CoV-2, do inglés
severe acute respiraty syndrome coronavirus 2) em amos-

tras de esgoto ¢é realizada pela técnica da reagao em cadeia

m

do material genético no equipamento de PCR em tempo
real (QPCR). Na técnica de qPCR, o ciclo no qual a reagdo
atinge o limiar da fase exponencial é denominado Ciclo de
Threshold (Ct), que permite a quantificagio exata e repro-
dutivel de acordo com a fluorescéncia emitida. A intensi-
dade da fluorescéncia é proporcional a quantidade de pro-
duto gerado na reacéo, e os resultados sdo visualizados em
grafico de amplificagdo. A técnica RT-qPCR ¢ considerada
padrao ouro pela Organizagao Mundial da Satide (OMS)

para a detec¢ao do novo coronavirus causador da Covid 19.
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4. PRINCIiPIO DO METODO

O processamento das amostras de d4gua e esgoto para con-
centracdo de particulas virais e quantificagdo do material
genético viral por técnicas moleculares compreende trés
etapas: (i) concentragao do virus; (ii) extragdio do RNA
viral; e (iii) deteccdo e quantificacdo do virus através da
RT-qPCR. Para este fim, as extracdes de RNA e o qPCR
sdo geralmente realizados utilizando-se kits comerciais.
A adequabilidade deste protocolo foi demonstrada
no ambito do Projeto-piloto: Detecgdo e quantificagio do
novo coronavirus em amostras de esgoto nas cidades de
Belo Horizonte e Contagem, que pode ser acessado em:
https://www.gov.br/ana/pt-br/assuntos/acontece-na-ana/

monitoramento-covid-esgotos.

5.INTERFERENTES/CUIDADOS

Para manipulagdo das amostras de esgoto e realizagdo da
analise de RT-qPCR para detec¢do do material genético
do virus, deve-se seguir o Protocolo de Biosseguranga
disponibilizado pelo Centro de Prevengdo e Controle
de Doengas (CDC, do inglés Center for Disease Control
and Prevention), disponivel em https://www.cdc.gov/
coronavirus/2019-nCoV/lab-biosafety-guidelines.html

(CDC, 2019), e os cuidados apresentados a seguir:

o Uso de equipamentos de prote¢do individual (EPI), tais
como luvas, jalecos, touca, protetor facial (face shield)
e prote¢do para os olhos.

o Todo o material utilizado (aparatos de filtra¢ao, pingas,
ponteiras, tubos, placas) deve estar estéril e o uso de
luvas é imprescindivel durante todas as etapas, a fim
de se evitar qualquer tipo de contaminagéo.

o Asamostras devem ser devidamente homogeneizadas
antes das filtra¢oes.

 Volumes a serem filtrados devem ser obrigatoriamente
medidos e registrados para o calculo final dos resulta-
dos do RT-qPCR.

o Sempre utilizar luvas sem talco para o preparo das rea-
¢oes do qPCR.

« Manipular os reagentes de Biologia Molecular no local
adequado e com luvas limpas.

o Manter locais separados fisicamente para cada etapa:

(i) extragdo do RNA; (ii) manipulagao dos reagentes;
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e (iii) montagem do mix e adi¢do das amostras nas
microplacas.

 Usar sempre ponteiras com barreiras (filtros).

« Limpar as bancadas, pipetas e equipamentos que serdo
usados antes e apds o0 uso com solucéo de dlcool 70%.

« Utilizar alcool 70% para descontaminagdo das ban-
cadas onde houver manipulagido de RNA. A solugéo
RNAse Away™ deve ser usada para descontaminar as
superficies e pipetadores a fim de evitar contaminagéo
e/ou degradagdo do RNA.

+ Os reagentes do qPCR devem ser mantidos a -20 °C
ou conforme a recomendacio do fabricante.

+ O RNA total extraido e as membranas apos a filtragao
devem ser armazenadas a -80 °C.

 Primers, sondas (incluindo aliquotas) e o mix com as
enzimas devem ser descongelados e mantidos em racks
com gelo (cold block) durante todo o tempo de prepa-
ragao e uso.

« ORNA deve ser mantido em rack com gelo (cold block)

durante a preparagio e uso, para garantir a estabilidade.

6. APLICACAO DO METODO
Este método ¢é aplicavel a amostras ambientais liquidas
como, por exemplo, amostras de agua provenientes de

corpos hidricos, esgoto bruto e tratado.

7.FLUXOGRAMA DO METODO

Na Figura 1 ¢ apresentado um fluxograma simplificado
das etapas para a determinagéo de SARS-CoV2 em esgoto.

8. MATERIAIS

8.1. Aparelhagem

» Agitador magnético.

« Autoclave.

+ Bomba a vacuo.

o Centrifuga para microplacas.

« Espectrofotdmetro (NanoDrop™ Lite Thermo Scientific®).
o Freezers -20 °C e -80 °C.

« Microcentrifuga.

« Microdesmembrador (Bead-beater Biospec).

o Micropipetas (10 uL, 200 uL e 1.000 uL).
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[ Concentracdo do ]

RNA Viral
* Coleta
» Armazenament :
(4 og)ze amento * Ajuste do pH
« Transporte * Filtracdo
* Armazenamento da
membrana
[Coleta das amostras ]

[ RT-gPCR ]

+ Etapas kit de
Extracéo 5
+ Leitura no Nanodrop 0 Curvajpadrzzlo
(ng-LY) * Quantificagao do
RNA viral
* Andlises dos
resultados

[ Extragdo do RNA ]

Figura 1- Fluxograma das etapas para a determinacao de SARS-CoV2 em esgoto.

pHmetro.

Sistema de filtragao.

Termociclador para qPCR (7500 Real-Time PCR
Systems).

Agitador de tubos tipo Vortex.

8.2. Outros materiais

2-Mercaptoetanol.

Acido acético.

Agua para PCR, grau molecular, livre de nucleases.
Cloreto de magnésio.

Kits para RT-qPCR (controles, Master mix e primers,
ver material suplementar).

Luvas nitrilicas ou de latex sem talco.

Membrana de éster-celulose, 47 mm diametro e poro
0,45 um (Millipore HAWP04700).

MicroAmp Optical adhesive Film PCR/Real time PCR
compativel com equipamento 7500 Applied Biosystems,
ref. 4311971, ou com o equipamento de qPCR do
laboratdrio.

Microplaca de PCR 96 Pocos, borda elevada, compa-
tivel com equipamento 7500 Applied Biosystems, ref.
PCR-96-AB-C, ou com o equipamento de qPCR do
laboratdrio.

Microtubos, estéreis, livres de DNAse e RNAse (0,2
mL, 1,5mL e 2,0 mL).

Pingas estéreis.

Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAse e RNAse.
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 Racks para microtubos (tipo Eppendorfs).
o Solugido de limpeza RNAse Away™ (Fisher Scientific;
catdlogo #21-236-21) ou equivalente.

9. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
DE ESGOTO

91. Coleta e transporte

As coletas devem ser realizadas utilizando-se frascos de
polipropileno estéreis de 1.000 mL, contendo identificagdo,
incluindo c6digo da amostra e data da coleta. Sugere-se
que a amostragem seja feita de maneira composta. O trans-
porte ao laboratorio deve ser feito sob refrigeracao, em

caixa de isopor com gelo (temperatura de 4 °C).

9.2. Concentracao do virus

em amostras de agua e esgoto

A escolha do método para concentragio e extracdo do RNA
viral considerou artigos cientificos prévios, que usaram a
mesma metodologia para concentragdo de virus entéricos
a partir de esgoto, e posterior detec¢do via analise molecu-
lar por qPCR (SyMONDSs et al., 2014; AHMED et al., 2015;
AHMED et al., 2020). Assim, o protocolo escolhido, de fil-
tracao em membrana eletronegativa e extragdo do RNA
viral diretamente da membrana, baseia-se no método de
adsor¢do-eluicio modificado, também conhecido como
método de adsor¢do-extracio direta (AHMED et al., 2020).

As etapas da metodologia sao descritas a seguir:
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Medir e transferir um volume de 100 mL para um bec-
ker contendo barra magnética, ambos previamente
esterilizados por autoclavagio.

Adicionar a amostra 1 mL de MgCl, (2,5M), para
obter a concentragao final de 25 mM. Homogeneizar a
amostra com o auxilio de agitador magnético durante
3 minutos e depois medir o pH.

Acidificar a amostra usando acido acético (1M) até pH
entre 3,0 e 3,5. Para esgoto bruto, o volume de acido
adicionado usualmente varia entre 8 e 20 mL.

Filtrar a amostra através de membrana eletronegativa
de éster de celulose, com poro de 0,45 um, didmetro de
47 mm, previamente autoclavada, conectada ao funil
de filtragdo estéril. Filtrar o maior volume possivel até
a membrana colmatar (filtrar o minimo de 10 mL para
esgoto bruto e 100 mL para agua de rios).
Colocaramembrana (dobrada) dentro do tubo PowerBead,
primeiro tubo especifico do kit de extragdo de RNA.
Adicionar 600 pL da solugdo PM1 do kit de extracio e
6 UL de 2-mercaptoetanol, a fim de minimizar riscos de
degradagao do RNA. Este passo deve ser realizado dentro
de capela de exaustio, pois o 2-mercaptoetanol é toxico.
Armazenar a membrana (no tubo com as solucgdes) a

-80 °C até posterior extragdo do RNA.

Na Figura 2 sao ilustradas as etapas e procedimentos

para concentragido de RNA viral usando o método de fil-

tracio em membrana eletronegativa.

10. EXTRACAO DO RNA VIRAL

A extragdo do RNA é realizada seguindo o protocolo estabe-

lecido pelo fabricante do kit comercial, nesse caso o AllPrep
PowerViral DNA/RNA (Qiagen®, Hilden, Alemanha), com

algumas adaptagdes, conforme descrito a seguir:

Os tubos com as membranas (tubos com as beads,
PM1 e 2-mercaptoetanol) armazenadas devem ser
deixados a temperatura ambiente antes de comegar
a extragao.

Para melhor a fragmenta¢ao da membrana, sugere-
-se utilizar o equipamento BeadBeather16® (Biospec
Produtcs) ao invés do vortex. Deixar de 5 a 10
minutos (o tempo ¢ variavel, deixar até fragmentar
a membrana). Nesta etapa, o tubo tende a esquen-
tar, por isso, é necessario dividir o tempo, e entre as
etapas deixar no gelo para a preservagao do mate-
rial genético.

Apos essa etapa de fragmentacdo, centrifugar a 14.000 rota-
¢Oes por minuto (rpm) por 15 minutos, para ser possivel a

retirada do sobrenadante sem os fragmentos da membrana.

1. Add 2.5M MgCl2

2. Filter sample using the electronegative

3. DNA/RNA extraction

1. Aseptically, place

sterile membrane
(0.45um pore size) in

& adjust pH membrane
the HAWP04700
the filter.
2. Filter the sample (pH
3-3.5). Minimum volume
10mL.
1. Adjust pH

between 3-3.5 using
(1M) acetic acid.

Kit AllPrep PowerViral DNA/RNA
(Qiagen®, Germany)

1 100mL DNA/RNA suspended
in ultra pure water (RNAse
free).

Store at -80°C until molecular
s quantification (RT)-qPCR.

mercaptoetanol.

3. Aseptically, fold the membrane &
store it in the Powerbead tube with
600uL of PM1 (extraction kit) + 6L B-

4. Store at -80°C until extraction.

36

Figura 2 - Processo de concentracao de RNA viral pelo método de filtragdo com membrana eletronegativa.
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o Transferir o sobrenadante para um tubo limpo de 2 mL
e prosseguir a extragao conforme descrito pelo fabri-

cante do kit Qiagen a partir da etapa 8.

Ao final de cada extragao, 0 RNA é eluido em 100 (L de dgua
ultrapura (livre de RNAses). Em seguida, 0 RNA total da amostra
é quantificado usando o NanoDrop™ Lite Spectrophotometer
(ThermoFisher Scientific, Califérnia, EUA). Congelar a amos-
tra a -80 °C até a quantifica¢do por RT-qPCR.

11. DETECCAO E QUANTIFICACAO DO
SARS-COV-2 POR RT-QPCR

O protocolo apresentado a seguir foi adaptado para as amos-
tras de esgoto e é baseado no Protocolo do CDC (2019).

11.1. Preparacao da reacao de RT-gPCR

11.1.1.Diluicao dos controles

Os controles utilizados no projeto ja vém ressuspensos

em tubo contendo 250 UL (200.000 cdpias-uL') em TE

(10mM Tris e 0,1mM EDTA) pH 8,0. Para utilizacio, os

controles devem ser diluidos para concentragdes meno-

res, conforme as instruc¢des do fabricante.

Os Plasmideos controle podem ser diluidos em tam-
pao TE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA), pH 8,0.

A diluigao sugerida pelo Laboratério de Microbiologia
do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da
Universidade Federal de Minas Gerais (DESA/UFMG)
para o controle positivo 2019-nCoV_N é a de 100x, assim
obtém-se aliquota de trabalho com a concentragdo de
2.000 copias-uL* (1° ponto da curva). Para os outros con-
troles (SARS, MERS e HsRPP 30), sugere-se a dilui¢ao de
1.000x para aliquotas de trabalho com concentragdo de
200 copias-UL. Essas diluigdes podem variar de acordo
com cada laboratorio, equipamento e mix utilizados.

Algumas observagoes:

o Oscontroles sdo transportados a temperatura ambiente,
mas devem ser armazenados de - 15 a - 30 °C em tem-
peratura constante.

o O controle concentrado de 200.000 copias-uL* deve
ser manuseado com extremo cuidado, longe dos locais

de extracio e preparacdo de amostras e, também, dos
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equipamentos de qPCR, para minimizar o risco de
contaminacao.

+ Ciclos repetidos de congelamento e descongelamento
devem ser evitados. O ideal é dividir em aliquotas

menores para uso.

111.2. Preparacdo da curva-padrao

As curvas-padrao sdo preparadas com o controle positivo

2019-nCoV_N para ambos os alvos (N1 e N2). Consistem em

diluicdes seriadas da aliquota de trabalho do controle positivo

diluido. Séo realizadas somente nas andlises quantitativas.
No caso das amostras de esgoto coletadas nas cidades

de Belo Horizonte e Contagem, padronizou-se o primeiro

ponto da curva-padrao com uma diluigdo de 100x, con-

forme sugerido na etapa de dilui¢ao dos controles.
Algumas observagoes:

+ O volume minimo a ser pipetado deve ser 2 uL a fim
de evitar erros de pipetagem.

o E desejivel que a curva-padrio tenha pelo menos
5 pontos.

« A curva-padrio pode ser diluida em dgua para uso em
Biologia Molecular (livre de DNAses e RNAses) ou em
algum tipo de carreador como diluente (p. ex.: Yeast
tRNA 100 ng-uL?).

« A cada pipetagem, os microtubos devem ser homoge-
neizados brevemente no vortex.

 Sugere-se que a curva-padrio seja preparada antes da
montagem da placa.

+ Asreagoes devem ser realizadas em triplicata para cada
ponto da curva-padrio e de acordo com o protocolo
de amplificacéo.

« Nao é necessario fazer curva-padrao para o controle
RNAse P (Controle Interno, HsRPP 30).

11.1.3. Procedimentos para a amplificacdo

Para as reacoes da qPCR utilizou-se o MasterMix Itaq
Universal Probes One Step Kit (Biorad). Esse mix pos-
sui uma combina¢do de iScript RNase H* transcriptase
reversa e a DNA polimerase iTaq hot-start para comple-
tar as reagdes em tempo real em Unica etapa. Os reagentes
utilizados na reagio e suas respectivas concentragoes estao

detalhados na Tabela 1, sendo as concentragdes utilizadas
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sugeridas pelo fabricante. Cada laboratdrio deve estabele-

cer um protocolo de acordo com o kit escolhido.

O volume final de cada reagao foiigual a 20 uL. As rea-
¢oes foram realizadas em triplicata, tanto para as amos-
tras, quanto para os controles negativos e diluigoes das
curvas-padrao (controle positivo).

Para a especificagao dos reagentes e kits utilizados na
reagao de RT-qPCR, bem como para verificar a sequén-
cia dos primers e sondas usados, consultar a nota técnica
02/2020, disponivel em https://www.gov.br/ana/pt-br/
assuntos/acontece-na-ana/monitoramento-covid-esgotos.

Séao distribuidos 15 UL da mistura dos reagentes em cada
pogo da microplaca de 96 pogos. Antes de mover a microplaca
para a area de manipulagao dos acidos nucleicos, preparar o
Controle Negativo (NTC, do inglés No Template Control) pipe-
tando 5 UL de agualivre de nucleases em cada reagdo. Em ban-
cada separada, distribuir 5 UL das amostras/controles em cada
pogo contendo a reagdo. Cada laboratério deve padronizar a
distribui¢do das amostras e controles na microplaca.

Apds montagem da microplaca, vedar com o selante
optico (MicroAmp Optical adhesive Film PCR) e centrifu-
gar brevemente a microplaca (30 segundos, 500 x g) para
remover as bolhas. Na Tabela 2 é apresentado o protocolo
de ciclagem utilizado pelo Laboratério de Microbiologia
DESA/UEMG e sugerido pelos fabricantes dos mix e pri-
mers/probes utilizados. As temperaturas e 0s passos podem
variar de acordo com o mix utilizado; apenas a temperatura
de anelamento dos primers (55 °C) deve ser obrigatoriamente
mantida. Apds programar as etapas de ciclagem, os dados da
fluorescéncia (FAM) devem ser coletados no passo de 55 °C.

Algumas observagoes:

o Todos os alvos (N1, N2 e RNAseP) utilizados neste
protocolo possuem o mesmo programa de amplifica-
¢d0 e a mesma temperatura de anelamento, portanto,
podem ser colocados na mesma placa. Porém, as rea-
¢oes devem ser preparadas separadamente.

o Cada laboratdrio deve definir o nimero de replicatas
por amostras a serem testadas conforme seus proce-
dimentos internos.

« Todas as placas devem conter um controle negativo
(NTC, sem DNA) para controlar a presenga de conta-

minacio do ambiente.
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Tabela 1- Reagentes e volumes usados na reacao de RT-qPCR.

Agua livre de Nucleases N x 30
Primer/Probe Mix Nx15
Reverse Transcriptase Nx0O5
Master Mix One-Step Kit N x 10
Amostras/Controles 50
Volume Final 20,0

Legenda: N = nimero de amostras

Tabela 2 - Protocolo de amplificacao para deteccdo do SARS-
CoV-2 por RT-qPCR usando as regides alvo N1 e N2.

o R N

Incubagao para . .
transcricao reversa (RT) 50°C 10 min
Ativacao da enzima 95°C 2 min
95°C 3s
Amplificagao*
55°C 305

Nota: *45 ciclos
11.2. Interpretacao dos resultados

11.2.1. No Template Control (NTC)

O NTC consiste no uso de agua livre de nuclease nas rea-
¢oes de RT-qPCR em vez de RNA. As reagoes NTC para
todos os conjuntos de primers e sondas ndo devem exi-
bir curvas de crescimento de fluorescéncia que cruzem a
linha do Threshold'. Se qualquer uma das reagoes NTC
exibir uma curva de crescimento que ultrapasse o limite
do ciclo, pode ter ocorrido contaminagéo. Nessa situa¢ao,
a corrida deve ser invalidada e o ensaio repetido, seguindo

rigorosamente os cuidados citados no protocolo.

11.2.2. Controle interno da reacdo (Hs_RPP30 Positive
Control ou RNAse P)

O RNAse P consiste em material celular humano cultivado
ndo infeccioso (tratado com beta-propiolactona). E uti-
lizado para demonstrar a recupera¢io bem-sucedida do
RNA, bem como a integridade do reagente de extragao.
O acido nucleico purificado deve produzir um resultado
positivo com o primer/sondas RP e resultados negativos

com todos os marcadores 2019-nCoV. Deve ser feito com

'Nivel arbitrério de detec¢do em que a fluorescéncia acumulada alcangou intensidade
acima do ruido (baseline).
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Roteiro 5 - Concentracao e quantificacdo do novo coronavirus por técnicas moleculares

todas as amostras. Caso ndo amplifique (resultado nega-
tivo), recomenda-se investigar a presenga de inibidores
nas amostras de esgoto, repetir a analise diluindo a amos-
tra (diluigdo de inibidores) ou repetir a extragdo do RNA.

11.2.3. Controles opcionais

Em relagao aos controles positivo e negativo SARS e MERS,

0s quais sdo opcionais, seguem algumas consideragoes:

o O MERS-CoV Control nio é alvo para nenhum dos
primers e sondas contidos nos kits e deve ter resultado
NEGATIVO para todas as regioes.

+ OSARS-CoV Control possui apenas o alvo para os pri-
mers e sondas contidos para o N3 e deve ser POSITIVO
paraaregido N3 e NEGATIVO para as regioes N1 e N2.

o Apesar dos controles SARS e MERS serem opcionais, sao
importantes, pois comprovam a especificidade e sensi-

bilidade das reagdes para os primers/sondas escolhidos.

11.2.4. Analise dos resultados qualitativos

Na Tabela 3 é apresentada a forma de interpretacdo dos

resultados do RT-qPCR, ja levando em consideragao a

atualizagao do CDC que remove a regiao N3 da anélise.
Algumas observagoes:

« Resultados Falso Negativos podem ocorrer devido a baixa
quantidade de virus presentes na amostra, por problemas
na coleta, no transporte ou no manuseio. O limite de detec-
¢do do teste deve ser estabelecido por cada laboratdrio
levando em consideragio todas as variaveis envolvidas.

« No projeto ora referenciado, o limite de detec¢ao
(determinado com a curva-padrao elaborada a partir

da dilui¢do do controle positivo) foi de 2 copias-UL* de

Tabela 3 - Interpretacao dos resultados de amplificagao.

reagdo de RT-qPCR para ambos os alvos (N1 e N2), e
o limite de quantificagao observado (ou seja, a menor
concentra¢ao do RNA viral determinada na amostra de
esgoto) foi de 0,03 e 0,06 n° de copias-mL" para N1 e
N2, respectivamente (ver Boletim tematico n°® 02/2020,
disponivel em https://www.gov.br/ana/pt-br/assuntos/

acontece-na-ana/monitoramento-covid-esgotos).

11.2.5. Analise dos resultados quantitativos

Para o calculo do niimero de copias dos genes por reagao, uti-
liza-se a equagdo da reta obtida a partir da curva-padrao. Por
meio da equagio da reta, obtém-se a quantidade em nimero
de copias de RNA por reagao das amostras investigadas.

A exportagdo da planilha Excel com os resultados
apresenta os valores por reagio, sendo necessario apenas
padronizar o Fator de Conversdo para as amostras.

A quantidade de RNA por mL de amostra de esgoto ¢
obtida a partir do Fator de Conversao do resultado do nimero
de copias por reagao e o volume de amostra que foi filtrado.

A seguir é apresentado um exemplo referente a deter-
minagao do nimero de cdpias por mL de amostra filtrada

de esgoto (resultado final).

Etapas:

- Resultado da reagdo gPCR (5 pL da amostra) — 9,5 x 10' copias.

- Eluicao: 100 pL (volume no qual o RNA foi ressuspendido) —

20 x 95 x 10'copias.

- Volume filtrado: 50 mL — (20 x 95 x 10'copias) / 50.

Fator de Conversao = O4.

Resultado final em n° de copias-mL"' de amostra filtrada — 3,8 x
10 copias-mL™,

* Para obter os resultados em n° de copiasmL’ de amostra de
esgoto, basta calcular o Fator de Conversdo e multiplica-lo pelo valor
obtido no equipamento por reacdo.

RP® NTC®?(branco) Resultado Interpretacdo do resultado
2019 nCOV_N1 2019 nCOV_N2
. . + Ct9<40 Positi
SARS-CoV2 Detectado ositivo
+ Ct>40 Negativo
+ - + SARS-Cov2 Detectado Positivo para o alvo N1
+ + SARS-Cov2 Detectado Positivo para o alvo N2

Invalido, pois nao

amplificou com o RP* Invalido

Notas: ®RP: RNAse P - Controle interno da reacao, material celular humano cultivado nao infeccioso. Quando isso acontece pode-se refazer a reacao de amplificagdo usando
uma aliquota de RNA viral diluida 10x (assim dilui-se eventuais substancias inibidoras da reagdo). ?NTC: corresponde ao branco da reagao de RT-gPCR, pois utiliza-se agua livre

de nucleases. ®Ct - Ciclo Threshold.
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11.3. Controle de qualidade dos resultados

A fim de garantir resultados de alta qualidade e confiabi-

lidade, é importante observar os seguintes aspectos prin-

cipais, relacionados aos procedimentos gerais de analises

para os experimentos quantitativos e qualitativos:

o Deve-se realizar a analise cuidadosa de cada corrida,
conforme os principios tedricos da técnica de qPCR.
O Threshold deve ser posicionado no ponto correspon-
dente 8 maxima eficiéncia dentro da fase exponencial
e deve ser configurado/estabelecido para cada primer/
sonda (N1, N2 e RP), portanto, a fungao Auto Threshold
deve ser desabilitada.

« Para os experimentos com curva-padrao absoluta, é
possivel verificar os parametros: Slope, Y-intercept,
R? e eficiéncia. E desejado um valor de slope = -3.3 +
10% (100%); um Y-intercept entre 33 e 37; e um R* >
0,99. Cabe ressaltar que o correto posicionamento do
Threshold na fase exponencial e a correta andlise do

baseline serao fundamentais para a obtengao dos valores

acima destacados. E aceitavel uma eficiéncia de 90% a
110%.

o Para a analise das réplicas (triplicatas técnicas), o
ideal é que o desvio-padrao do Ct seja de no maximo
0,5. Caso seja maior, repetir o RT-qPCR da amostra.
Observar se ndo existem inibidores na amostra ou
algum problema ocorrido na extragao. No caso de ini-

bidores, sugere-se diluir a amostra.
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Roteiros para analises e determinacoes
em amostras de esgoto
Roteiro 6 - Quantificacao de adenovirus
por PCR em tempo real (qPCR)

Protocols for analysis and determinations in sewage samples
Protocol 6 - Quantification of human adenovirus by gPCR

Bruna Coelho Lopes', Maria Fernanda Espinosa?,
Matthew Eric Verbyla3, César Rossas Mota Filho**

1. DEFINICAO DE TERMOS
HAdV Human adenoviruses
PCR Rea¢do em cadeia da polimerase

qPCR Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real

2.0BJETIVO
O objetivo deste roteiro é disponibilizar uma metodologia
de processamento de amostras de esgoto bruto e tratado

para a quantificagdo de adenovirus.

3. CONCEITOS BASICOS

Os adenovirus (HAdAV, do inglés human adenoviruses)
sao membros da familia Adenoviridae, com tamanho
mediano (90-100 wm), nao envelopados com nucleocap-
sideo icosahedral contendo dupla fita de 4cido desoxirri-
bonucleico (DNA) com tamanho aproximado de 35 kb.
Por ser um virus nao envelopado e com fita de DNA, a
persisténcia do HAdV no meio ambiente é maior quando
comparado a de outros virus. Atualmente, encontram-

-se identificados 52 diferentes sorotipos, pertencentes a

0

sete espécies (classificadas de A até G) que infectam seres
humanos, sendo os sorotipos 40 e 41 a segunda maior
causa de gastroenterite viral aguda em crian¢as no mundo
(JOTHIKUMAR et al., 2005; ALLARD e VANTARAKIS, 2019).
Um terco das infec¢des causadas pelo HAAV podem ser
gastrointestinais, respiratdrias, oculares e meningoence-
falites, e os outros dois ter¢os das infeccoes sdo assinto-
maticas (ALLARD e VANTARAKIS, 2019). Como os HAdV
sao excretados em elevadas concentragdes por individuos
infectados, na ordem de 10!! virions (forma infecciosa do
virus) por grama de fezes, sdo frequentemente detectados
em diferentes matrizes ambientais, tais como: aguas con-
taminadas (esgoto), aguas de rio, de abastecimento, ocea-
nos e recreativas. Entretanto, os virus siao diluidos nestas
matrizes e, por esse motivo, precisam ser concentrados
para permitir a sua quantificagdo. Existem varias técnicas
de concentracdo de virus em matrizes ambientais, como
a adsor¢do em membrana eletronegativa, precipitacao
por polietilenoglicol (PEG), ultrafiltragdo e ultracentri-

fugacdo (AHMED et al., 2020), entre outras. A adsor¢do
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em membranas eletronegativas é uma técnica simples,
eficiente, mais barata em comparagao com as outras e
sera descrita a seguir. A quantificagdo dos virus pode ser
realizada por duas técnicas principais: cultivo celular e
quantificagdo do material genético via reagido em cadeia
da polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction).
Apesar da técnica de cultivo celular permitir a quantifica-
¢do de virus vidveis, ou seja, capazes de causar infecgdo,
ela é mais desafiadora por requerer estrutura laboratorial
especifica, de elevado nivel de biosseguranga. Ja a técnica
de quantificagdo por PCR em tempo real (QPCR, do inglés
quantitative real-time polymerase chain reaction) quanti-
fica o material genético do virus, viavel ou nao, e possui

maior sensibilidade de detecgao.

4. PRINCIiPIO DO METODO

O presente protocolo descreve um método para quantifi-
cagdo de HAAV em amostras de esgoto por meio da con-
centragao viral em membranas eletronegativas e quanti-

ficagao por qPCR.

4.1. Concentracao viral

A metodologia para a concentragdo de virus entéricos em
amostras ambientais por método de filtragao em membrana
eletronegativa foi descrita por Katayama et al. (2002) com
adaptagdes. Os virus sao considerados biocoloides e pos-
suem cargas em sua superficie que podem interagir com a
matéria organica presente no esgoto formando agregados
(GERBA e BETANCOURT, 2017) A formagao dos agregados
é essencial para a reten¢do dos virus entéricos na mem-
brana eletronegativa e depende do pH da amostra (WATTS
et al., 2020). O tipo de virus e sua composigdo estrutural
influenciam nas interag¢des eletrostaticas, resultando em
diferentes pontos isoelétricos (IEP), que variam entre 1,9
a 8,4 (MICHEN e GRAULE, 2010). Para aumentar a forma-
¢do de agregados nas amostras ambientais e, consequen-
temente, reter a maior quantidade de virus entéricos na
membrana, durante o processo de filtragdo ¢ adicionado
um cation divalente (Mg?*), e em alguns protocolos o pH
da amostra é reduzido a 3,0-3,5 para promover a concen-
tracdo dos virus na membrana eletronegativa (KATAYAMA
et al., 2002).

42

E importante salientar que dependendo da disponi-
bilidade estrutural dos laboratdrios, outros métodos de

concentragdo viral podem ser empregados.

4.2. Deteccao por método de PCR em tempo real

O principio do método de quantificagdo por PCR em
tempo real baseia-se na replicacio in vitro de fitas de
acido desoxirribonucleico (DNA) de forma exponencial.
Basicamente, isso significa que quantidades minimas de
material genético presente na amostra podem ser ampli-
ficadas milhoes de vezes, permitindo uma detecg¢ao e
quantificagdo rapida de marcadores genéticos. Essa rea-
¢do baseia-se no principio natural de replica¢io do DNA,
sendo um processo que ocorre em trés etapas, as quais se
repetem em determinado nimero de vezes (ciclos): (i) des-
naturagdo; (ii) anelamento; e (iii) extensao.

Para que ocorra a reagdo de PCR de forma adequada,
sa0 necessarios os seguintes componentes a fim de repro-
duzir as condi¢des naturais de uma célula e conduzir a
replicagdo do material genético: enzima DNA polimerase
termoestavel; tampao da enzima (Mg*"); pares de inicia-
dores (senso e antisenso) ou oligonucleotideos (primers);
desoxirribonucleotideos (ANTPs: dATP, dTTP, dCTP,
dGTP); e 0o DNA da amostra a ser quantificado. De forma
simplificada, os componentes da rea¢ao sao misturados e
aamostra é colocada em um termociclador, aparelho que
possibilita o aquecimento e resfriamento rapido da amos-
tra. A oscila¢do da temperatura é importante para aber-
tura e anelagdo da fita dupla de DNA. A etapa inicial de
desnaturacao do DNA alvo ocorre por meio da elevagao
da temperatura a 95 °C. Na fase seguinte, ela é diminuida
a temperatura de anelamento para permitir que os ini-
ciadores se liguem a fita simples de DNA e, com o auxilio
da DNA polimerase, terd inicio o processo de replicagdo
do DNA alvo. A cada formagao de uma nova dupla fita, o
fluordforo presente na reagao emitird um sinal fluorescente
continuo, o que possibilita a conversdo do sinal fluores-
cente em valor numérico para cada amostra.

Para garantir a qualidade dos resultados, sugere-se
o uso de controle positivo e avaliagdo da inibicao pela
matriz. Como o método deste protocolo é a quantificagao

por técnicas moleculares, sugere-se o uso de um controle
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postivo composto por plasmideos ou blocos génicos que
ndo interfiram na analise de quantificagdo do HAdV e
que ndo estejam presentes no esgoto. Assim, o laboratério
podera determinar o quanto de material esta sendo perdido
desde o comego do procedimento até o qPCR, evitando,
assim, resultados falso-negativos e permitindo a avaliagao

de eventuais discrepincias entre amostras e triplicatas.

5.INTERFERENTES/CUIDADOS

Os procedimentos de concentracéo viral, extragao de mate-

rial genético e quantificagdo do gene alvo devem atender

algumas condigdes importantes para obtengao de resultados
confidveis. A seguir, sdo listados alguns desses cuidados:

o Osaparatos de filtragdo devem ser previamente limpos
para remogao de resquicios de material genético do
HAJV, que porventura possam ter permanecido apos
0 uso anterior e, assim, evitar a contaminacao cruzada
entre as amostras.

o E desejavel que a coleta seja realizada de forma com-
posta. As amostras devem ser devidamente homoge-
neizadas antes do procedimento de concentragéo viral.

o Durante medi¢ao de pH de uma série de amostras, apds
cada uma delas, deve-se imergir a sonda do pHmetro
em solugdo de hipoclorito (1:10) durante 5 minutos e
enxaguar com agua deionizada para evitar contami-
nacao cruzada.

o O volume de amostra que passar pela membrana ele-
tronegativa deve ser obrigatoriamente medido e regis-
trado para o calculo posterior da concentragéo viral.

o O material genético (DNA) extraido deve ser armaze-
nado a -20 °C (como maximo) ou a -80 °C (6timo).

o Recomenda-se fortemente que sejam usados ambien-
tes separados para manipulagdo do material genético
e manipulagdo dos reagentes da qPCR para diminuir
a possibilidade de contaminagéao cruzada.

o Osreagentes de qQPCR devem ser armazenadosa-20°Ce,
quando em uso, devem ser mantidos em racks refrigeradas.

o Nao usar luvas com talco para manipular materiais e
reagentes de qPCR.

o Todo o material utilizado (aparato de filtragdo, pingas,
ponteiras, tubos, placas etc.) deve estar estéril e livre
do DNase e RNase.
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« Cuidados com o ambiente de trabalho sao necessarios
para evitar contaminagdo cruzada e resultados nédo
fidedignos devido a elevada persisténcia do HAdV em

superficies.

6. APLICACAO DO METODO

O método se aplica a determinagao e quantificacio de genes
alvo de HAdV, em esgoto bruto e tratado, retidos em uma
membrana tipo HA (HAWP04700, Millipore®, Merck,
Darmstadt, Alemanha) de 47 mm de didmetro, 0,45 um de
porosidade, que é composta por mix de ésteres de celulose.
Posteriormente, o material gendmico retido na membrana
deve ser extraido por meio de kits de extragao especificos
para amostras ambientais com protocolos definidos pelos
fabricantes. Sugere-se o kit de extragdo para isolamento
de DNA de qualquer amostra ambiental da empresa da
MPBiomedicals (FastDNA™ SPIN kit for Soil) ou equiva-
lente. O ideal seria um kit otimizado pela extragao de DNA
dos virus (p. ex.: AllPrep DNA/RNA Mini Kit).

7. MATERIAIS

71. Aparelhagem

o Capela de fluxo laminar.

« Autoclave.

e Bomba a vicuo.

 Agitador magnético.

o pHmetro.

o Centrifuga de placas de 96 pogos.
» Centrifuga para microtubos (até 2 mL).
o Beadbeater.

 Agitador de tubos (vortex).

o Freezer -20 °C.

o Ultrafreezer -80 °C.

« Nanodrop®.

o Termociclador real time.

+ Fonte e cuba para eletroforese.

7.2. Padrbes e materiais certificados

o Agua ultrapura para biologia molecular.

« Kit de extragdo de DNA viral (p. ex.: AllPrep DNA/
RNA Mini Kit, Qiagen).
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o Iniciadores (foward e reverse) e sonda (Tabela 1).

« Kit de clonagem para construgdo da curva padrao
(p. ex.: pPGEMP®-T Easy Vector Systems, Promega).

« Kit parareagao de qPCR (TagMan™ Fast Environmental
Master Mix Beads, Thermofisher).

o Controle positivo: DNA de esperma de salméo

(10 mg:-mL", Invitrogen).

7.3. Outros materiais

o Membranas tipo HAWP04700 (Millipore®), mix de
éster celulose, hidrofilica, branca, 47 mm didmetro,
0,45 um tamanho de poros.

o Béquer de 150 mL.

 Barras magnéticas (peixinho) para agitador magnético.

o Frasco tipo Schott 500 mL autoclavavel.

o Proveta de plastico 100 mL autoclavavel.

o Sistema de filtragdo completo, copo (250 mL), adapta-
dor com membrana, funil e pinga, autoclavaveis.

o Isqueiro.

o Pingas.

o Papel grau cirdrgico para esterilizagao.

o Fita de autoclave.

o Ponteiras sem filtro 1.000 | L estéreis.

o Ponteiras com filtro 10, 100 e 1.000 UL estéreis.

o DPipetas de alta precisdo de 2, 10, 100 e 100 pL.

 Tubos tipo Eppendorf graduados, com volume de 200,
500 e 2.000 UL, livres de DNase e RNase, DNA e inibi-
dores de PCR.

o Mix para qPCR.

o Placas com 96 pogos para reagio de qPCR.

o Filme adesivo para qPCR.

o Luvas nitrilicas sem talco.

o Frascos tipo Schott de 500 mL e 250 mL.

e Luvas.

« Jaleco.

» Caixa de isopor para transporte das amostras.

o Gelo em gel.

8. PROCESSAMENTO DAS
AMOSTRAS DE ESGOTO

8.1. Preparacao do material

o As vidrarias (béqueres, aparatos de filtragdo, prove-
tas) devem ser imergidos em solu¢do de agua sanita-
ria comercial na propor¢ao 1:1 com agua da torneira,
durante 15 minutos. Enxaguar com agua destilada.

» Imergir novamente as vidrarias em uma solugao HCl
0,IN durante, no minimo, 15 minutos. Enxaguar com
agua destilada.

o Deixar secar em temperatura ambiente e embalar o
material em papel cirurgico antes do procedimento
de esterilizacao.

o Esterilizar as vidrarias a 121 °C por 15 minutos.

8.2. Coleta e transporte

As coletas devem ser realizadas preferencialmente de
forma composta, por um periodo minimo de 4 horas,
em uma bombona com volume final de 20 L. Durante a
coleta, a bombona deve estar resfriada entre 4 a 10 °C.
Ao final da amostragem, homogeneizar o conteudo da
bombona e fracionar 500 mL em um frasco tipo Schott
previamente lavado e autoclavado. Transportar sob refri-
geragdo e realizar o processo de concentragdo da amos-

tra em 24 horas.

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para elaboracao da curva padrao e iniciadores para identificacdo do HAdV e do controle

positivo.

Iniciadores

Sequéncia (5°-3")

Tamanho do amplicon (pb)

HAAQV - F GGACGCCTCGGAGTACCTGAG

HAdV-R ACIGTGGGGTTTCTGAACTTGTT 96
Probe (Sonda) [FAMICTGGTGCAGTTCGCCCGTGCCAIMGBNFQ]

Sketaz2-F GGTTTCCGCAGCTGGG

Sketa22-R CCGAGCCGTCCTGGTC 77
Probe (Sonda) [FAMIAGTCGCAGGCGGCCACCGTITAMRA]

Fonte: Verbyla et al. (2016)
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8.3. Concentracao da amostra

1. Com auxilio de uma proveta estéril, medir 100 mL de
amostra e transferir para um béquer de 150 mL com
barra magnética previamente autoclavados.

2. Colocar em agitagdo leve para ndo dispersar goticulas
no meio ambiente.

3. Deixar a sonda do pHmetro durante 5 minutos em
uma solugdo de hipoclorito de sédio comercial e
agua destilada esterilizada na proporcao de 1:10.
Enxaguar bem.

4. Adicionar 1 mL da solugao de MgCl, 2,5 M para alcan-
¢ar uma concentragio final de 25 mM.

5. Reduzir o pH para valores entre 3,0 e 3,5 com solugido
de HCl1 0,1 M (adicionar aos poucos).

6. Montar o aparato de filtra¢do, previamente autocla-
vado, e colocar a membrana eletronegativa tipo HA
com auxilio de uma pinga flambada.

7. Verter a amostra aos poucos no aparato de filtra-
¢d0. Garantir um volume minimo entre 50 e 100 mL.
Anotar o volume filtrado.

8. Com cuidado, remover a membrana com auxilio
de uma pin¢a flambada, dobrar e colocar a mem-
brana em um tubo tipo Eppendorf de 1,5 ou 2,0 mL.
Armazenar a 4°C, se a extragéo for realizada em até
24 horas, ou a -20 °C, para intervalos de tempo supe-

riores (alguns meses).

8.4. Extracdao do material genético viral

Em um ambiente proprio para manipulagdo de material
genético, deve-se limpar a bancada com solu¢éo comercial
de hipoclorito e dlcool 70% (usar luvas nitrilicas sem talco
- ver item 5). Para extragao do material genético retido
na membrana, recomenda-se o uso de kits de extracdo
comerciais, especificos para amostras ambientais e que
contenham micro pérolas de vidro para auxiliar na extra-
¢do da membrana e, também, removedores de compo-
nentes que possam inibir a reagdo de qPCR. Ha diversos
kits comercialmente disponiveis que oferecem resultados
adequados para amostras ambientais. Antes de proceder
a extragdao do material genético, deve-se adicionar o con-
trole positivo para avaliar o processo de recuperagio viral

(140 ng de esperma de salméo). O volume final da elui¢ao
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na ultima etapa de extra¢ao do material genético deve ser
de 50 UL para aumentar a concentragdo de DNA presente
na amostra e, dessa forma, aumentar a probabilidade de
deteccdo se a mesma estiver proxima desse limite. Apds a
extracdo, deve-se correr o gel em cuba de eletroforese con-

forme preconizado pelo fabricante do kit.

9. QUANTIFICACAO DO
HADV POR PCR EM TEMPO REAL

9.1. PCR em tempo real

A quantificagdo do gene alvo do adenovirus é realizada
por meio da técnica de gPCR em tempo real. O presente
protocolo utilizou o equipamento 7500 Real Time PCR
System da empresa Applied Biosystems™ para quantifica-
¢d0 do adenovirus. Salienta-se que as condi¢oes de ampli-
ficagdo dos genes podem apresentar diferengas entre equi-
pamentos e entre mix e, por esse motivo, é recomendado
que cada laboratério padronize as condi¢des do equipa-
mento e quantidade de reagentes. As reagdes devem ser
realizadas em triplicata, tanto para as amostras, quanto
para os controles negativos e diluigdes das curvas-padrao.
Ja o volume de reagao pode ser ajustado de acordo com

o kit utilizado.

9.2. Montagem das curvas-padrao

A construgdo da curva-padrao pode ser realizada a par-
tir de plasmideos recombinantes contendo os genes alvo
do microrganismo especifico. O plasmideo utilizado para
identificagdo do adenovirus nesse protocolo foi descrito
por Verbyla et al. (2016). Caso seja necessario realizar clo-
nagem para obtencdo do plasmideo recombinante, deve-
-se seguir o protocolo do fabricante.

De maneira geral, o ideal é que a curva-padrao possua
entre 6 e 7 pontos, com valores entre 100 e 107 copias por
reacdo. A curva-padrio deve ser realizada em triplicata a
cada corrida e, ao final da reagdo, os valores em conjunto
produzem uma unica curva de regressdo linear. Para o
resultado ser considerado satisfatorio, a regressao linear
obtida ao final do processo de amplificagdo do gene alvo
deve possuir valores de R? > 0,97 e eficiéncia de reagao
entre 90 e 110%.
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9.3. Preparo das reacdes para

a realizacdo da PCR em tempo real

1. Limpar a capela com alcool 70% e ligar o fluxo e a luz
ultravioleta com antecedéncia de 15 minutos.

2. Descongelar os reagentes da reagdo no gelo, misturar
em vortex e dar um spin antes de pipetar.

3. Montar a reagdo de acordo com o numero de amostras
em tubo de 1,5 mL (Tabela 2) para o volume de reagdo
final de 20 pL. Para cada amostra, deve-se fazer 4 rea-
¢des no total: 3 triplicatas da propria amostra e 1 reacéo
para avaliar o efeito da inibi¢do da matriz na reagdo de
qPCR utilizando a amostra com diluigao 2:20.

4. Dentro da capela, colocar a placa sobre uma rack ter-
moestavel, distribuir 15 uL dos reagentes em cada pogo
da placa de qPCR destinado aos pontos da curva-padrao,
branco e amostras. Lembrar de proteger a placa da luz
ambiente enquanto nao se pipeta as amostras.

5. Fora da capela, pipetar os pontos da curva-padrio, de
forma que cubra a quantidade de pontos da curva-
-padréo escolhida. Durante a dilui¢do do plasmideo,
sempre realizar uma leve agita¢do do tubo no vértex
para garantir a homogeneizagao do conteudo. Pipetar os
pontos das curvas com cuidado.

6. Pipetar 5 uL em cada pogo da placa de qPCR de amos-
tras, controle de inibi¢do e do branco em triplicata.

7. Selar a placa de PCR com selante 6ptico, centrifugar
brevemente a microplaca (spin) para remover as bolhas
que ficarem no fundo, e colocar a placa no termociclador

8. As condi¢bes de amplifica¢do utilizadas no pro-
grama consistem em temperaturas de ciclagem: 95 °C
por 10 minutos, seguindo por 40 ciclos de 95°C por
15 segundos; 55°C por 20 segundos, 60°C por 1 minuto.
Ressalta-se que esses valores para amplificagdo podem

variar de acordo com o termociclador e o kit utilizado.

Tabela 2 - Concentracdo e volume dos reagentes utilizados na
reacao de gPCR (reacdo de 20 pL).

Reagentes Concentracao final Volume pa_ra
dos reagentes cadareacao
TagMan Master Mix 2X X 125 ul
Iniciador HAdV-F 250 nM 10 uL
Iniciador HAdV-R 250 nM 10 uL
Sonda 150 nM O5puL
Amostra 50 uL
Volume final 20 uL

Sugere-se seguir sempre as recomendagdes do fabri-
cante. E importante ressaltar que, dependendo do mix
utilizado, essas temperaturas podem sofrer variagao.
9. O resultado do equipamento é fornecido em nimero de
copias do gene alvo por LL. Para conversao do resultado
para n° de copias-mL™, o resultado em cdpias-uL* forne-
cido pelo equipamento deve ser multiplicado pelo valor do
volume final eluido pelo kit de extracio (50 UL ou 100 uL)
e dividido pelo volume filtrado na membrana. Esse valor
deve ser ajustado pela recuperagao identificada no con-
trole positivo. As concentragdes de adenovirus reporta-
das em esgoto bruto siao da ordem de 10° a 10° copias-L™*
(FoNG et al., 2010; PRADO et al., 2011; EsPINOSA, 2021).

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem o apoio recebido do Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPq,
da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior - CAPES, da Funda¢ao de Amparo a Pesquisa
do Estado de Minas Gerais - FAPEMIG e do Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Estagdes Sustentaveis
de Tratamento de Esgoto - INCT ETE Sustentaveis.

Este trabalho faz parte da série de publicagoes do INCT
ETEs Sustentdveis

REFERENCIAS

AHMED, W; BERTSCH, P. M; BIVINS, A; BIBBY, K; FARKAS, K;
GATHERCOLE, A; HARAMOTO, E; GYAWALI, P; KORAJKIC, A;
MCMINN, B. R; MUELLER, J. F; SIMPSON, S. L; SMITH, W. J. M;
SYMONDS, E. M. THOMAS, K. V. VERHAGEN. R; KITAJIMA,

46

MComparison of virus concentration methods for the RT-
gPCR-based recovery of murine hepatitis virus, a surrogate for
SARS-CoV-2 from untreated wastewater. Science of The Total
Environment, v. 739, p. 139960, out. 2020.

Cadernos Técnicos Eng Sanit Ambient | v2. n4. Especial | 2022 | 41-47 0



Roteiro 6 - Quantificacdo de adenovirus por PCR em tempo real (GPCR)

ALLARD, A; VANTARAKIS, A. Adenoviruses. In: MESCHKE, J.
S; GIRONES, R. (Org). Global Water Pathogen Project. [Sl]:
Michigan State University, 2019. Disponivel em: <https://www.
waterpathogens.org/book/adenoviruses>.

ESPINOSA, M. F. Occurrence and removal of novel coronavirus,
human enteric viruses and viral and fecal indicators in different
wastewater treatment technologies. 2021. xx f. Tese (Doutorado
em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos). Escola
de Engenharias, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, 2021.

FONG, T. T. PHANIKUMAR, M; XAGORARAKI, I, ROSE, J. B.
Quantitative detection of human adenoviruses in wastewater and
combined sewer overflows influencing a Michigan river. Applied
and Environmental Microbiology, v. 76, n. 3, p. 715723, 2010.

GERBA, C. P; BETANCOURT, W. Q. Viral Aggregation: Impact on
Virus Behavior in the Environment. Environmental Science &
Technology, v. 51, n.13, p. 7318-7325, 2017.

JOTHIKUMAR, N; CROMEANS, T. L; HILL, V. R; LU, X; SOBSEY,
M. D; ERDMAN, D. D. Quantitative real-time PCR assays for
detection of human adenoviruses and identification of serotypes
40 and 41. Applied and Environmental Microbiology, v. 71, n. 6,
p. 3131-3136, 2005.

KATAYAMA, H; SHIMASAKI, A; OHGAKI, S. Development of a
Virus Concentration Method and Its Application to Detection of
Enterovirus and Norwalk Virus from Coastal Seawater. Applied and
Environmental Microbiology, v. 68, n. 3, p. 10331039, 2002.

PRADO, T; SILVA, D. M; GUILAYN, W. C; ROSE, T. L GASPAR, A. M. C;
MIAGOSTOVICH, M. P. Quantification and molecular characterization
of enteric viruses detected in effluents from two hospital wastewater
treatment plants. Water Research, v. 45, n. 3, p. 12871297, 2011.

MICHEN, B; GRAULE, T. Iscelectric points of viruses. Journal of
Applied Microbiology, v.109, p. 388-397, 2010.

VERBYLA, M. E; IRIARTE, M. M; GUZMAN, A. M; CORONADO, O;
ALMANZA, M; MIHELCIC, J. R. Pathogens and fecal indicators in
waste stabilization pond systems with direct reuse for irrigation:
Fate and transport in water, soil and crops. Science of The Total
Environment, v. 551-552, p. 429-437, 2016.

WATTS, S; JULIAN, T. R; MANIURA-WEBER, K; GRAULE, T;
SALENTING, STEFAN. Colloidal Transformations in MS2 Virus
Particles: Driven by pH, Influenced by Natural Organic Matter. ACS
Nano, v.14, n. 2, p. 18791887, 2020.

© 2022 Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
Este € um artigo de acesso aberto distribuido nos termos de licenca Creative Commons.

Cadernos Técnicos Eng Sanit Ambient | v2. n4. Especial | 2022 | 41-47

47



https://www.waterpathogens.org/book/adenoviruses
https://www.waterpathogens.org/book/adenoviruses




https://doi.org/10.5327/276455760204007

Roteiros para analises e determinacoes
em amostras de esgoto
Roteiro 7 - Determinacao de ovos de helmintos

Protocols for analysis and determinations in sewage samples
Protocol / - Determination of helminth eggs

Shyrlane Veras', Lourdinha Florencio?*, Adriana M. Zerbini3

o
1. DEFlNlCAO DE TERMOS Sabendo do seu efeito prejudicial a satide, hd neces-
ETE Estagdo de tratamento de esgoto sidade em remové-los durante o processo de trata-

Helmintos Conhecidos popularmente como vermes,
sao metazodrios de vida livre ou parasitaria.
Se dividem em dois filos que abrangem orga-
nismos com estrutura achatada (Platelmintos)

e cilindrica (Nematelmintos).

2.0BJETIVO
O objetivo deste roteiro é reunir e disponibilizar infor-
magdes praticas para a identificacdo e quantificacdo de

ovos de helmintos em amostras de esgoto bruto e tratado.

3. CONCEITOS BASICOS

Os helmintos sdo parasitas e ndo se reproduzem fora do
hospedeiro (ser humano ou animais). Algumas espécies
de helmintos desenvolvem fases do seu ciclo bioldgico
obrigatoriamente no ambiente, como ¢ o caso da Ascaris
lumbricoides, que ocorre no solo, e da Schistosoma man-
soni, que ocorre na agua. Como a excregao de ovos e lar-
vas acontece pelas fezes dos hospedeiros, esses organis-

mos sdo encontrados em grandes quantidades no esgoto.

0

mento, juntamente com outros patégenos (p. ex.: bac-
térias e virus entéricos). Geralmente, os ovos e larvas
de helmintos sdo removidos por meio de processos
de filtragdo ou sedimentacao. Isso ocorre devido ao
seu tamanho e densidade. Os ovos de helmintos sao
resistentes a acdo da maioria dos desinfetantes apli-
cados no tratamento de agua e esgoto. Com relagao
a transmissdo, apenas um ovo ou larva é necessario
para parasitar o hospedeiro. Isso pode acontecer pela
ingestao (p. ex.: Ascaris lumbricoides, Enterobius ver-
micularis) ou pela penetracdo de larvas na pele ou
mucosa (p. ex.: Ancylostoma duodenale) (GONGALVES
et al., 2003).

4. PRINCiPIO DO METODO

O presente roteiro foi elaborado com base nas seguin-
tes referéncias: (i) metodologia apresentada por Ayres
e Mara (1996) para determinacdo de ovos de helmintos
em esgoto; e (ii) metodologias para quantificagdo, iden-

tificacdo e andlise de viabilidade de ovos de helmintos

|
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em esgoto bruto e tratado apresentado por Zerbini e
Chernicharo (2001).

A metodologia é simples, exige poucos equipamen-
tos, e pode ser facilmente executada por técnicos de
laboratdrio que possuam alguma experiéncia em ana-
lises microscopicas. Esse procedimento ¢ uma modifi-
cagdo do método de Bailenger, voltado para a analise de
esgoto bruto e tratado, visando seu uso na agricultura.
Basicamente, o método descreve trés etapas sequen-
ciais: (i) sedimentacgao; (ii) centrifugag¢des sucessivas
com descarte de sobrenadante e uso de solucdo tam-
pao e éter (ou acetato de etila) para separacdo de com-
ponentes gordurosos; e (iii) flutuagdo com solugao de
sulfato de zinco. A contagem ¢é feita usando uma camara
de McMaster, com uso de microscopio 6ptico em obje-
tivas de 10x e 40x.

Segundo Ayres e Mara (1996), acredita-se que o
equilibrio hidrofilico-lipofilico do préprio organismo
e sua densidade relativa em relacdo ao reagente de
separag¢ao sdo fatores que determinam se a concentra-
¢do de algumas espécies de parasitas ¢ bem-sucedida
ou nao. Em termos praticos, isso significa que o pH e
a presenca de alguns componentes, como metais pesa-
dos ou dlcoois, podem alterar a superficie do parasito.
Nesse caso, cada um respondera de uma forma dife-
rente e nenhum método concentrara todas as espécies

com a mesma eficiéncia.

5.INTERFERENTES/CUIDADOS

Dentre os interferentes e cuidados necessarios, podem

ser citados:

o Volume de amostras por analise: 1 L para esgoto
bruto e 10 L para esgoto parcial ou totalmente tratado.
Como estes ultimos apresentam menor numero de
ovos, é necessario usar volumes maiores para garantir
a recuperagio eficiente.

o Eter é altamente inflamavel e toxico. No entanto, ele
pode ser substituido por acetato de etila sem afetar a
eficiéncia do método.

o A eficiéncia do método é influenciada pela presenca
de componentes que alterem a superficie do parasito

(p. ex.: dlcoois, metais pesados etc.).

50

+ A limpeza inadequada de materiais, equipamentos e
bancada pode interferir nos resultados, levando a pos-
siveis erros. Dessa forma, é recomendavel seguir as ins-
trugdes de limpeza do laboratério e do fabricante dos

equipamentos.

6. APLICACAO DO METODO

Existem varios métodos para este tipo de analise, porém
cada um apresenta suas vantagens e desvantagens.
Sabe-se que ndo ha um método que recupere todos os
ovos de helmintos. Entretanto, o método de Bailenger,
modificado por Ayres e Mara (1996), recupera uma ampla
faixa de ovos de helmintos, particularmente ovos de
nematoides intestinais (Ascaris sp., Trichuris sp. e anci-
lostomideos), apresenta baixo custo de reagentes e é de
simples execugao.

A metodologia é aplicavel em amostras de esgoto bruto
e tratado (parcial ou totalmente), sendo uma importante
ferramenta para o controle de qualidade do efluente em
estagdes de tratamento de esgoto (ETEs), quando praticas

de uso agricola sdo consideradas.

7. COLETA, TRANSPORTE,
PRESERVACAO E IDENTIFICACAO
DE AMOSTRAS

Com base no método modificado de Bailenger, pro-
posto por Ayres e Mara (1996), as informagoes basicas
sobre a coleta, transporte e preserva¢do de amostras sdo
descritas a seguir:

e Para a coleta das amostras, sao utilizados frascos ou
bombonas de plastico de 1 L (esgoto bruto) e 10 L
(esgoto tratado), que podem ser reutilizados apos a
lavagem com Tween 80 ou Triton X-100. Sempre que
possivel, realizar as coletas com amostragem composta,
preferencialmente de 24 h.

« Em geral, outras analises parasitoldogicas e bacteriologi-
cas podem ser feitas com a amostra coletada. Por isso,
¢ necessario manter os frascos em gelo para reduzir a
atividade bioldgica e preservar o estado das amostras
no periodo entre a coleta e a analise.

 Naio congelar as amostras e manté-las sob refrigeragao
(2-8°C).
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As amostras devem ser identificadas com as seguintes o

informagoes: nome da amostra, data, horario e respon

savel pela coleta.

8. FLUXOGRAMA DO METODO

Na Figura 1 é apresentado de forma resumida o passo

Acido acético glacial (CH;COOH).
Triton X-100 ou Tween 80.

9.3. Solucdes

a passo do procedimento para a determina¢do do

numero de ovos de helmintos em amostras de esgoto

bruto e tratado.

9. MATERIAIS

91. Aparelhagem

Centrifuga para operar a 1.000 g.

Agitador de tubos tipo Vortex.

Balanga analitica.

Medidor de pH.

Microscépio 6ptico, com objetivas de 10x e 40x.
Densimetro.

Autoclave.

9.2. Reagentes

o FEter (C,H;),0 ou acetato de etila (CH;COOCH,CH,).

Sulfato de zinco (ZnSOy,).

Solugio de sulfato de zinco (33%) com densidade rela-
tiva de 1,18: pesar 33 g de ZnSO , € diluir em 100 mL
de agua destilada, usando um densimetro para verifi-
car se a densidade ¢ igual a 1,18.

Tampao acetoacético (pH 4,5): 15 g de acetato de
sédio tri-hidratado e 3,6 mL de acido acético glacial.
Completar para 1 L em agua destilada.

Solugdo detergente: pipetar 1 mL Triton X-100 ou
Tween 80 e completar para 1 L com agua da torneira.

9.4. Outros materiais

Acetato de sddio tri-hidratado (CH;COONa.3 H,0).

Béquer graduado de 1 L, para sedimentagdo da amos-
tra de esgoto bruto.

Baldes graduados de 10 L, para sedimentagao da amos-
tra de esgoto tratado.

Sifao para retirada do sobrenadante apds o periodo de
sedimentacio.

Frascos ambar para armazenamento das solugdes tam-
pao e de sulfato de zinco.

Tubos de centrifuga com tampa, de preferéncia tubos
de 50 mL e 15 mL.

v

(10 e 11) Transferéncia de
aliquota da amostra para
camara McMaster +
repouso por 5 min

(9) Adicéo sulfato de zinco

(33%) ?

—

(12) Contagem e
identificacdo dos ovos de —
helmintos em microscépio

(13) Quantificagdo
(N° de ovos:L™)

Figura 1 - Etapas simplificadas para a determinacao de ovos de helmintos com base no Método de Bailenger modificado por Ayres
e Mara (1996).
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o Pipetas graduadas (10 mL).

o Pipetas de Pasteur.

e Provetas (10 mL ou 50 mL).

o Camara McMaster para contagem.

10. PROCESSAMENTO DAS
AMOSTRAS DE ESGOTO

10.1. Descricao dos procedimentos

De forma resumida, o passo a passo para a determina¢io

de ovos de helmintos usando o método apresentado por

Ayres e Mara (1996) é o seguinte:

1. Ao darem entrada no laboratério, as amostras de esgoto
bruto e tratado devem ser transferidas, respectivamente,
para béquer de 1 L e balde graduado de 10 L, a fim de
possibilitar adequados periodos de sedimentagdo dos
ovos. Os tempos minimos de sedimentagdo recomen-
dados por Ayres e Mara (1996) dependem da densidade
e velocidade de sedimenta¢do dos ovos e da altura do
recipiente, o que resulta, em tese, em tempos da ordem
de 10 a 20 minutos. Todavia, na pratica, os tempos de
sedimenta¢io adotados tém sido bem mais elevados,
de 1 h para esgoto bruto e 2 h para esgoto tratado.
Nota: a fim de compatibilizar os tempos de sedimentagdo
com os de processamento de cada amostra, tempos de
sedimentagdo ainda mais elevados tém sido utilizados
(overnight), o que possibilita que os procedimentos 2 a
13 (em sequéncia) possam ser realizados no dia seguinte.

2. Remover 90% do sobrenadante usando uma bomba
de sucgédo ou sifio, inclinando o recipiente cuidado-
samente para nao ressuspender o sedimento. Garantir,
ao final, um volume de aproximadamente 100 mL para
o esgoto bruto e 1 L para o esgoto tratado.

3. Transferir, cuidadosamente, o sedimento para tubos de
centrifugagdo, enxaguando os recipientes com Triton
ou Tween 80. Em seguida, pesar os tubos e distribuir
simetricamente na centrifuga, com posterior centrifu-
gacdo em 1.000 g por 15 min.

4. Descartar o sobrenadante apds a primeira centrifu-
gacao, transferir todos os sedimentos para um tnico
tubo e centrifugar novamente, nas mesmas condi¢oes

mencionadas anteriormente.
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5. Descartar o sobrenadante e suspender o sedimento em
um volume equivalente de tampao acetoacético. Caso o
volume de sedimento seja inferior a 2 mL, adicionar
solu¢ao tampao até completar um volume de 4 mL.

6. Adicionar ao tubo um volume de éter ou acetato de etila
correspondente a duas vezes o volume do sedimento e
homogeneizar utilizando um agitador do tipo Vortex.

7. Centrifugar em 1.000 g por 15 min. Apds essa etapa, trés
fases distintas serdo formadas: (i) uma fase inferior con-
tendo todo o material nao gorduroso, ovos de helmintos,
larvas e oocistos de protozoarios; (ii) uma fase interme-
diaria contendo a solu¢io tampao, que devera ser clara
(transparente); e (iii) uma fase superior contendo gor-
duras e outros materiais solveis em éter (ou acetato de
etila) formando uma camada espessa e de cor escura.

8. Emum movimento firme e rapido, descartar todo o sobre-
nadante e anotar o volume de sedimento. Se for neces-
sario, usar uma agulha fina para desprender a camada
escura (fase superior do tubo) para facilitar o descarte.

9. Adicionar sulfato de zinco (densidade 1,18) em um
volume equivalente a 5 vezes o volume do sedimento e
homogeneizar usando agitador do tipo Vortex. Anotar o
volume do produto final (em mL) e sulfato de zinco
adicionado.

10. Transferir uma aliquota da amostra final para a ciamara
de McMaster usando uma pipeta de Pasteur.

11.Deixar a cimara de McMaster em repouso por 5 min
para que os ovos de helmintos flutuem e atinjam a
superficie do reticulo de contagem.

12.Realizar a contagem de todos os ovos que estdo den-
tro do reticulo usando o microscoépio com objetivas
de 10x ou 40x.

13.0 numero de ovos de helmintos por litro na amostra

é calculado pela Equagio 1:
N=— (1)

Na qual: N - nimero de ovos (ovos-L!); A - nimero médio de ovos
contados nas cAmaras de McMaster; X - volume do produto final (mL);
P- volume da cAmara de McMaster (para a cimara de um e dois reticu-
los, os valores de P sdo 0,15 e 0,30 mL, respectivamente); V - volume

inicial da amostra.
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10.2. Cuidados importantes

o Utilizar Triton X-100 ou Tween 80 para qualquer trans-
feréncia de sedimento de um recipiente para outro.
Enxaguar bem o recipiente com a solu¢ao detergente.

o Sempre descartar cuidadosamente o sobrenadante para
evitar perda do material depositado.

o Volumes de sedimento inferiores a 2 mL deve receber
4 mL do tampao acetoacético para garantir que, apds a
extragdo com acetato de etila, haja volume suficiente de
tampao acima do pellet de forma a permitir que a camada
de acetato de etila seja despejada sem ressuspensao.

o A leitura de, preferencialmente, trés camaras é reco-
mendada para melhor precisdo na contagem dos ovos
de helmintos. Em caso de duvida do tamanho do ovo,

utilizar a régua micrométrica do microscopio.

« Seguir cuidadosamente as praticas de seguranca do

laboratdrio.
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Roteiros para analises e determinacoes em
amostras de esgoto
Roteiro 8 - Determinacao de oocisto de
Cryptosporidium spp.
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Protocol 8 - Determination of Cryptosporidium spp. 0ocysts
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1. DEFINICAO DE TERMOS

DAPI 4’6-diamidino-2-fenilindol

ETA  Estagoes de tratamento de agua

ETE Estagoes de tratamento de esgoto

IMS  Separagdo imunomagnética (immunomagnetic
separation)

RID  Reac¢do de imunofluorescéncia direta

UNT Unidade nefelométrica de turbidez

2.0BIJETIVO

O objetivo deste roteiro foi reunir e disponibilizar infor-
magdes praticas para a identificagdo e quantificagdo de

Cryptosporidium spp. em amostras de esgoto bruto e tratado.

3. CONCEITOS BASICOS

O protozoario do género Cryptosporidium é um patod-
geno de veiculagao hidrica, podendo parasitar diferentes
hospedeiros, incluindo o homem (FRANCO et al., 2012).
A doenca chamada Criptosporidiose é transmitida pela
ingestdo de d4gua e/ou alimentos contaminados com oocis-

tos, que sao formas resistentes e capazes de sobreviver em

0

ambientes externos (fora do hospedeiro). Os principais sin-
tomas sdo: diarreia, dor abdominal, febre, fadiga, perda de
apetite e de peso, nausea e vomito (PEREIRA et al., 2009).
Dessa forma, é importante identificar e quantificar esses
protozoarios, principalmente no efluente final das estacdes
de tratamento de esgoto (ETEs), ja que a diluigao destes
nos corpos hidricos pode torna-los improprios para certos
usos, como: (i) irrigacao de hortalicas e de frutas (rente ao
solo) consumidas cruas e que sejam ingeridas sem remogao
de pelicula (Classe 1); (ii) recreagao de contato primario
(Classe 1) ou secundario (Classe 3); (iii) irrigagao de hor-
talicas e plantas frutiferas, parque, jardins e outros com
os quais o publico possa vir a ter contato direto (Classe 2)
(BrasiL, 2005; 2011). Portanto, a determina¢ao de oocis-
tos é importante tanto para o controle da qualidade dos
efluentes das ETEs como para controle de qualidade da

agua nas estagdes de tratamento de agua (ETAs).

4. PRINCiPIO DO METODO

Com relagdo a determinagéo de oocistos de Cryptosporidium

spp., métodos rapidos, com boa reprodutibilidade e
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precisos existem e sdo aplicaveis em amostras de esgoto
(bruto e tratado) e dguas (subterrdneas, superficiais
etc.). Com relacio a estas tltimas, atualmente, o método
1623.1 (USEPA, 2012) tem sido tomado como referén-
cia. No entanto, no caso de amostras de esgoto, a turbidez
dessas é um fator interferente e que dificulta sua aplica-
¢do direta. Algumas metodologias desenvolvidas (com ou
sem modificagdes) para a analise em dguas também sdo
aplicadas em amostras de esgoto, conforme reportado em
alguns estudos (VESEY et al., 1993a; 1993b; FRANCO et al.,
2001; SANTOS et al., 2011).

Como ndo existe um método padrio para a determi-
nagdo de oocistos em esgoto, a elaboragdo do presente
roteiro tomou como base os procedimentos descritos
por Medeiros (2013) e Valdez (2016), com uso de tripla
centrifugacdo para a etapa de concentragdo do protozoa-
rio. Estes autores consideraram a turbidez das amostras e
usaram adaptagdes do método 1693 para esgoto tratado
(USEPA, 2014) e da metodologia apresentada por McCuin
e Clancy (2005), com o uso de separagdo imunomagnética
(IMS, do inglés Immunomagnetic Separation) e detecgao
dos organismos recuperados usando microscopia de epi-
fluorescéncia. De forma resumida, a metodologia se baseia
nas etapas de concentragao (filtragao ou tripla centrifuga-

¢d0), IMS, dissociagao acida e quantificacgéo.

5.INTERFERENTES/CUIDADOS

Dentre os interferentes e cuidados necessarios, podem

ser citados:

A turbidez causada por detritos inorganicos e orgéani-
cos pode interferir na concentragao, separagdo e exame
da amostra para oocistos de Cryptosporidium.

o Todos os materiais usados no laboratorio (vidrarias,
solventes, reagentes etc.) devem estar livres de interfe-
réncias (poeira, materiais coloidais etc.) e devidamente
higienizados, pois podem causar interpretagdo incor-
reta dos testes.

« O congelamento de amostras, filtros, concentrados ou
placas pode interferir na detec¢do e/ou identificagdo
de oocistos.

« A limpeza inadequada de materiais, equipamentos

e bancada pode interferir nos resultados, levando a
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possiveis erros. Dessa forma, é recomendavel seguir as
instrugdes de limpeza do laboratério e do fabricante

dos equipamentos.

6.APLICACAO DO METODO

Existem varios métodos para este tipo de analise, mas ndo
ha um método padrdo para amostras de esgoto. Sabe-se
que nao ha um método preciso e que recupere todos os
oocistos. Entretanto, dentre os métodos existentes, a meto-
dologia apresentada neste roteiro considera as técnicas de
referéncias (USEPA, 2012; 2014) e as modifica¢des capazes
de minimizar a acdo de fatores interferentes. Ademais, ela
tem mostrado bons resultados para amostras de esgoto
bruto e tratado, além de lodos (VALDEZ, 2016).

A metodologia consiste em uma importante ferramenta
para o controle de qualidade do efluente e monitoramento
nas ETEs. Vale salientar que a mesma metodologia apli-
cada a determinacao de oocistos de Cryptosporidium spp.,
também ¢é valida para cistos de Giardia spp.

Para outras matrizes, como mananciais e agua de abas-
tecimento publico, consultar Método 1623.1 (USEPA, 2012)
e modificagdes deste na literatura (LIMA e STAMFORD,
2003; STANCARI e CORREIA, 2010; FRANCO et al., 2012).

7.COLETA, TRANSPORTE, PRESERVACAO
E IDENTIFICACAO DE AMOSTRAS

As informacdes basicas sobre a coleta, transporte, pre-
servacdo e identificacdo de amostras estdo detalhadas
a seguir:

e Amostras com volume de 0,5 ou 1,0 L sdo suficien-
tes para a determinagdo de oocistos. Geralmente, elas
sao utilizadas para outras analises parasitologicas e
microbioldgicas. Por isso, o volume ¢é suficiente para
outras determinagdes, incluindo possiveis repeti¢oes.
Os frascos devem estar devidamente limpos: previa-
mente lavados, desinfetados e enxaguados com Tween
80 (0,1% v/v).

+ Os oocistos podem se degradar, logo, as amostras sdo
enviadas ao laboratorio sob refrigeragdo em gelo (de 1
a 10 °C) para reduzir sua atividade bioldgica e preser-
var o estado das amostras no periodo entre a coletae a

analise. As amostras analisadas em laboratdrio externo
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devem ser enviadas em gelo por servico noturno no e

mesmo dia em que forem coletadas.

« Nao congelar as amostras e manté-las sob refrigeracdo
(entre 2 e 8 °C). O prazo de validade nestas condicbes o
¢é de 24 horas (BRANDAO et al., 2011; VALDEZ, 2016).  «

Incubadora. Recomendacéo: Fisher Scientific Isotemp™
ou equivalente.

Agitador de tubos tipo Vortex.

Balanga analitica.

Bomba a vicuo.

Entretanto, alguns autores seguem o prazo de 7 dias

apresentado no método 1623.1 para amostras de agua

(USEPA, 2012).

o Asamostras devem ser identificadas com as seguin-
tes informagdes: nome da amostra, data e horario da

coleta, temperatura (coleta e recebimento no labora- .

torio) e responsavel pela coleta.

8. FLUXOGRAMA DO METODO

Na Figura 1 sao mostradas as etapas simplificadas da meto-

dologia ora apresentada para a determinagao e quantifi-

cagdo de oocistos de Cryptosporidium spp.
9. MATERIAIS

9.1. Equipamentos
« Misturador de amostra (Dynabeads®, Invitrogen)

o Concentrador de particulas (Dynal MPC-1, CAT

120.01D, Invitrogen Dynal AS).

« Concentrador de particulas (Dynal MPC-2, CAT  «

120.20D, Invitrogen Dynal AS).
o Centrifuga para tubos de 50 mL.

o Microscépio de epifluorescéncia.

9.2. Reagentes

« Hidroxido de sédio (NaOH, grau ACS reagente, > 97%).

Acido cloridrico (HCl, grau ACS reagente, 37%).

Metanol (CH,OH, grau ACS reagente, > 99,8%).

Suprimentos antimicrobianos (opcional): alvejante,

peroxido de hidrogénio a 3%, lengos com etanol e lim-

pador comercial de superficies.

« Kit para IMS (Invitrogen Dynal AS).

Agente monoclonal (Dynabeads®).

Kit MeriFluor® Cryptosporidium/Giardia (Meridian

Bioscience®, cat. n® 250050) para detecgdo de oocis-

tos por reagdo de imunofluorescéncia direta (RID).

« Marcador fluorescente 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) da Merck (cat. n® D9542) ou equivalente.

o Agua ultrapura.

9.3. Solucdes

o Solu¢des de NaOH (1,0 N) e HCI (0,1 N).

Tween 80 (0,1% v/v).

+ Solugdo estoque de DAPI (2 mg-mL"): dissolver 1 mg
de DAPI em 0,5 mL metanol absoluto. Armazenar entre

1 e 10 °C em auséncia de luz. Nao deixar congelar.

Amostra — (filtracéo ou

centrifugagao)

I

(1) Concentragao

(2) Separagao

imunomagnética (3) Dissociagéo acida

|

{

Baixa turbidez

(< 25NTU)

Nota: NTU é unidade nefelométrica de turbidez.

Procedimento:
Filtragdo com
membranas

!

\
Média e elevada
turbidez
(>25NTU)

(4) Quantificagéo

Procedimento:
Tripla centrifugagéo

Figura 1 - Etapas simplificadas para determinacao de oocistos de Cryptosporidium spp.
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9.4. Outros materiais

o Frascos de 0,5 ou 1 L devidamente higienizados.

o Gelo erecipiente térmico para conserva¢io das amos-
tras do ponto de coleta ao laboratdrio.

« Tubos de lado plano (Dynal® L10, Invitrogen Dynal
AS, Noruega).

« Tubos de microcentrifuga.

« Tubos de centrifuga (conicos e graduados) de 50 mL.

 Provetas graduadas e autoclavaveis (10, 100 e 1.000 mL).

o Frascos (Erlenmeyer, balao etc.) com volumes variados.

o Béqueres (5, 10, 50, 100, 500, 1.000 mL).

« Laminas de pogo.

o Céamara imida, que é um recipiente hermeticamente
fechado contendo toalhas de papel imidas sobre as
quais as laminas sdo colocadas.

o Membranas de ésteres de celulose com porosidade de
3 um (47 mm de didmetro, Millipore).

« Micropipetas e ponteiras (0-10, 10-100 e 100-1.000 1L).

o Pipetas de Pasteur.

« Papel toalha.

o Luvas de latex sem po.

10. PROCESSAMENTO
DAS AMOSTRAS DE ESGOTO

10.1. Descricao dos procedimentos

Como comentado anteriormente, a metodologia consiste
em quatro etapas, as quais sdo apresentadas de forma
resumida a seguir, a saber: (1) concentragdo (filtragao
ou tripla centrifugacdo); (2) IMS; (3) dissociagdo acida; e
(4) quantificagdo. A descri¢ao completa e detalhada dos
procedimentos pode ser consultada em Medeiros (2013)
e Valdez (2016).

A etapa 1 consiste na concentra¢do dos oocistos e é
realizada por procedimentos diferentes, dependendo da
turbidez das amostras (Figura 1). Caso elas apresentem
baixa turbidez, a concentracdo pode ser realizada por fil-
tragdo. Nesse caso, alguns autores aplicaram metodologias
para analise em amostras de agua (SANTOS et al., 2011).
Contudo, caso apresentem turbidez acima de 25 UNT
(unidade nefelométrica de turbidez), a etapa de concen-

tragdo segue por meio de tripla centrifugagdo. De acordo
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com Valdez (2016), a diferenca entre a metodologia para
amostras com turbidez média e elevada é basicamente o
volume inicial utilizado de amostra, que é de 150 e 50 mL
de amostras, respectivamente, cada uma recebendo 50 mL
de Tween 80 (0,1% v/v).

A purifica¢do das amostras apos a etapa de concen-
tracdo consiste no uso da IMS (etapa 2). Essa técnica
permite a separagao entre os oocistos de Cryptosporidium
e os demais componentes da amostra (possiveis inter-
ferentes). O mesmo acontece com os cistos de Giardia,
ja que eles normalmente sdo quantificados junto com
0s oocistos, usando a mesma metodologia. A etapa 2
envolve o uso de concentradores de particulas (ver
item 8.1) e de kits especificos (ver item 8.2). Por isso,
ela deve ser realizada de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Posteriormente, é realizada a recuperacéo dos oocistos.
Para isso, a dissociagdo acida é aplicada (etapa 3). A etapa
3 é dividida em duas partes. Na primeira, uma solugdo
de HCI (0,1 N) é adicionada as amostras para separar os
oocistos dos Dynabeads® (componentes magnéticos).
Essa parte é realizada com agitacao, centrifugagio e uso
de concentrador de particulas. Na segunda parte, uma
fita magnética é utilizada para remover os componentes
magnéticos.

O procedimento seguinte consiste na identifica¢ao
e quantificacdo dos oocistos (etapa 4). Ela ¢é realizada
usando o kit MeriFluor® para detec¢do por RID. As ins-
trugdes do fabricante devem ser seguidas e mais detalhes
podem ser obtidos na metodologia descrita por Valdez
(2016). Apos o preparo das laminas e uso do kit, a con-
tagem dos oocistos ¢ realizada com o uso de microscod-
pio de epifluorescéncia. O calculo do numero de oocis-
tos (visualizados pela técnica de RID) por litro (X) é feito

utilizando a Equagao 1:

n° de oocistos x 10° Volume do sedimento total (mL) (1)

Volume de amostra (mL)

(n° de uocistus)

L = Volume do sedimento na lamina (uL)

A qualidade da analise pode ser garantida por meio
da calibragdo adequada dos equipamentos e reprodutibi-
lidade dos testes realizados (concentracio, IMS, colora-

¢d0 e microscopia).
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10.2. Cuidados importantes

« As amostras ndo podem ser congeladas, devem ser
mantidas sob refrigeragao (entre 1 e 10 °C).

o Solucio de eluicéo: apds a sua prepara¢io, ndo a armazene
por mais de 1 semana. Caso ela se apresente turva, descartar.

+ Reagentes de marcagdo direta de anticorpos para detec-
¢do de oocistos (kits comerciais utilizados): eles precisam
ser armazenados entre 1 e 10 °C e retornados imediata-
mente a esta temperatura apos cada uso. Nenhum dos
reagentes deve ser congelado ou exposto a luz.

« Solugao estoque de DAPI (2 mg-mL™"): descartar a solugao
ndo utilizada quando o controle de coloracio positivo
falhar ou apos o tempo especificado pelo laboratorio.

+ Solugdo de coloragdo: preparar a solugao de trabalho
diariamente e conservar entre 1 e 10 °C.

o Descarte: amostras e materiais utilizados devem ser

esterilizados antes do descarte.

+ Orisco de contaminagdo ¢ alto. A metodologia é rea-
lizada com o manuseio de organismos vivos. Por isso,
devem ser seguidas, cuidadosamente, as praticas de

seguranga do laboratério.
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Roteiros para analises e determinacoes
em amostras de esgoto
Roteiro 9 - Gerenciamento de residuos soélidos e liquidos
de laboratérios de analises de esgoto

Protocols for analysis and determinations in sewage samples
Protocol 9 - Management of solid and liquid waste
from wastewater analysis laboratories
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r .
1. DEFINICAO DE TERMOS 3. CONCEITOS BASICOS

FISPQ Ficha de informagoes de segurangade produtos ~ Os residuos gerados em laboratérios de saneamento

quimicos ambiental contém compostos ou substancias quimicas

MSDS/SDS  Material safety data sheets que possuem alto potencial de causar danos a organismos

PGRSS Plano de gerenciamento de residuos de servicos ~ vivos ou ao meio ambiente, além do perigo de acidentes,

de saude devido a incompatibilidade entre algumas destas subs-

PNRS Politica nacional de residuos sélidos tancias, quando misturadas. Logo, ¢ de vital importancia

RSS Residuos de servigo de satde que os laboratérios tenham um protocolo de gerencia-

mento e procedimentos adequados para o manejo destes

2.0BJETIVO residuos, devendo estes serem separados, armazenados e

Este roteiro contempla a orientagdo para o gerenciamento,
acomodacio e disposi¢do de residuos sdlidos, liquidos
(organicos e inorganicos) e de risco biologico gerados em
laboratdrios de saneamento ambiental.

0

destinados de acordo com suas caracteristicas fisico-qui-
micas e de periculosidade. O gerenciamento destes resi-
duos gerados em laboratérios envolve diversas etapas, as

quais abrangem a segregacdo, identificagdo (rotulagem),
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acondicionamento, tratamento, armazenamento, trans-
porte e a disposicéo final.

Cada uma dessas etapas deve estar registrada para que
o laboratdrio possa se organizar e comprovar o descarte ou
disposi¢ao final dos residuos gerados de forma adequada
como preconiza a Politica Nacional de Residuos Solidos
(PNRS) (BRASIL, 2010).

A PNRS esta disposta sob a Lei Federal n® 12.305/2010,
a qual incorpora os principais instrumentos para o manejo
adequado dos residuos solidos, a fim de minimizar os pro-
blemas ambientais, sociais e econdmicos diante a ma ges-
tao dos residuos (BRASIL, 2010). Na PNRS é contemplada
uma proposta sustentével, com a prevencio e a redugdo da
geracao dos residuos como medidas prioritarias, a reci-
clagem e a reutiliza¢ao de determinados residuos, bem
como a destinagdo ambientalmente adequada dos quais

ndo podem ser reutilizados ou reciclados.

4. SEGREGACAO DE
RESIDUOS DE LABORATORIO

A segregagdo de residuos quimicos laboratoriais consiste

na separagdo deles, a qual deve ser realizada de acordo

com suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas.

Além disso, devem ser observados o seu estado fisico e

seus possiveis tratamentos ou utiliza¢des, devendo, sem-

pre que possivel, serem efetuados no local de sua gera-

¢do. Essa tratativa permitira o redso, a reciclagem ou o

tratamento, além de reduzir custos com a destinagao

final. Em sintese:

o O primeiro critério a ser observado na segregacdo
de residuos quimicos laboratoriais é a sua periculo-
sidade. Para tanto, é necessdrio considerar a norma
NBR 10004/2004 para fazer essa classificagdo (ABNT,
2004).

« O segundo critério é verificar o estado fisico do resi-
duo. Assim, residuos sdlidos devem ser separados de
residuos liquidos.

« O terceiro critério envolve a incompatibilidade quimica
dos residuos quimicos laboratoriais. Residuos contendo
substancias incompativeis devem ser segregados, evi-
tando, assim, a ocorréncia de rea¢des que podem cau-

sar acidentes.
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Os residuos laboratoriais podem ser classificados,
segundo as normas vigentes, em:

« Ativos: Sdo aqueles gerados diariamente nas ativida-
des laboratoriais e, de modo geral, sua composi¢ao é
conhecida.

« Passivos: Sdo aqueles armazenados de forma inade-
quada ao longo dos anos, geralmente em frascos sem
identificacao, sem data ou processo de origem.

 Residuos de Classe I: Enquadrado como residuos peri-
gos0s, sdo aqueles que em funcio de suas propriedades
tisico-quimicas e infectocontagiosas podem apresentar
risco a saude publica e a0 meio ambiente. Os residuos
enquadrados nesta classe devem apresentar ao menos
uma destas caracteristicas: inflamabilidade, corro-
sividade, reatividade, toxicidade e patogenicidade.
Exemplos de residuos de Classe I: solventes organicos
como acetona, acetonitrila, metanol, propanol, alcool
isopropilico, ciclorometano, hexano, etanol, benzenos
etc. Acidos fortes, como sulfurico e cloridrico, dcidos
organicos, alcalis (soda), dleos, lubrificantes, metais
pesados e demais produtos quimicos ou reagentes qui-
micos utilizados para preparacao de andlises laborato-
riais (ABNT, 2004).

+ Residuos de Classe II: Esta classe é dividida em duas
subcategorias, A e B, e estes sdo aqueles que ndo sao
enquadrados na Classe I, entretanto, podem apresen-
tar propriedades de combustibilidade, biodegradabi-
lidade ou solubilidade em agua (ABNT, 2004).

+ Residuos de Classe II-A: Esses residuos sdo classifica-
dos como néo inertes, possuindo baixa periculosidade,
mas ainda oferecem capacidade de reagdo quimica em
certos meios. Este grupo inclui matérias organicas,
papéis, vidros e metais, que podem ser reciclados ou
dispostos em aterros sanitarios. Como exemplos desta
categoria enquadram-se: materiais organicos de uso
laboratorial, lodo de sistemas de tratamento, equipa-
mentos de protecao individual (EPI) - mascaras, luvas,
jalecos descartaveis, toucas etc. (ABNT, 2004).

+ Residuos de Classe II-B: Esta subdivisao da Classe II
inclui os residuos inertes, que possuem baixa capacidade
de reagdo, podendo ser dispostos em aterros sanitarios

ou reciclados, uma vez que nao sofrem alteragdo em sua
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composi¢ao ao longo do tempo. Como exemplos destes
residuos tém-se os plasticos, metais etc (ABN'T, 2004).

o Residuos de Servico de Satide (RSS): Geralmente estes
residuos néo estdo presentes em laboratdrios de ana-
lises de amostras ambientais e, por isso, ndo sao abor-
dados neste protocolo. Para mais informagoes, reco-
menda-se consultar a Resolu¢gdo RDC n°® 306/2004 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA) e
aResolucdo do Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA) n° 358/2005, que define como RSS todo
residuo gerado em atividade de saide (BRASIL, 2004;
BRASIL, 2005).

Entretanto, os residuos de analises microbioldgicas
(como meios de cultura e residuos de analises moleculares),
normalmente gerados em Laboratérios de Microbiologia,
segundo a RDC ANVISA n° 222/2018, sdo enquadrados
como RSS do Grupo Al.

Esta Resolucdo menciona que culturas e estoques de
microrganismos, exceto os hemoderivados, meios de cul-
tura e instrumentais utilizados para transferéncia, inocu-
lagao ou mistura de culturas, residuos de laboratdrios de
manipulagdo genética ndo podem deixar a unidade gera-
dora sem tratamento prévio. Esses residuos devem ser sub-
metidos a tratamento, utilizando-se processos que vierem
a ser validados para a obtengdo de redugido ou eliminagéo
da carga microbiana (p. ex.: autoclave). Apos o tratamento,
devem ser acondicionados em saco branco leitoso, com
ocupagdo maxima de 2/3 de sua capacidade, e identificado

com simbolo de Substancia Infecciosa Classe 6.2.

5. IDENTIFICACAO (ROTULAGEM)

DE RESiDUOS DE LABORATORIO

A rotulagem pode ser realizada de diversas formas, a par-
tir do uso de Pictogramas, Frases, Ficha de Informagao de
Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ) e MSDS/SDS
(do inglés Material Safety Data Sheets), utilizando catalo-
gos, handbooks ou até mesmo sites especificos. De modo
geral, os frascos dos residuos devem ser rotulados pre-
viamente, contendo a classificagdo do produto quimico
utilizado no local do trabalho quanto a sua perigosidade,

a fim de assegurar a saide dos usudrios dos laboratérios.
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Esta classificagdo geralmente segue o Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos (GHS, do inglés Globally Harmonized System
of Classification and Labeling of Chemicals) (UN, 2019).
Na auséncia de lista nacional de classificagdo harmoni-
zada de substancias perigosas, podem ser utilizadas listas
internacionais. Os aspectos relacionados a classificagao
dos compostos e substancias quimicas devem atender aos
dispostos em normas técnicas oficiais e vigentes.

A rotulagem preventiva é um conjunto de elementos
com informagdes escritas, impressas ou graficas relativas
a um produto quimico, a qual deve ser afixada & emba-
lagem que contém o produto (Figura 1). Desta forma, a
rotulagem prevé a distribuigdo dos produtos quimicos
em classes de modo a categorizar, graduar e classificar os
compostos propondo elementos harmonizados (como
solventes, bases, 4cidos, metais pesados etc), promovendo
facilidade na armazenagem, e a seguranga do ambiente de
trabalho e dos usuarios dos laboratorios.

A rotulagem de produtos quimicos classificados como
perigosos deve conter as seguintes informagdes: (i) iden-
tificagdo do produto; (ii) composi¢cdo quimica; (iii) pic-
tograma de perigo; (iv) palavras de adverténcias; (v) fra-
ses de perigo; (vi) frases de precaugio; e (vii) telefone de
emergéncia. As frases de perigo sdo encontradas na NBR
14725-3/2012 (ABNT, 2012), assim como outras infor-
magdes do produto sio encontradas por meio da FISPQ
e pelo numero CAS (do inglés Chemical Abstracts Service)
do composto.

Os residuos ou mistura de residuos gerados nos labo-

ratorios de saneamento ambiental devem ter os seus

Figura1-Modelo defichas de rotulagem para residuos quimicos
laboratoriais.
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recipientes apropriados e devidamente rotulados, inde-
pendentemente do volume de preenchimento. E reco-
mendavel que as solu¢oes nao excedam mais de 80% do
volume total do recipiente e que estes ndo ultrapassem
20 L. Os recipientes devem ser quimicamente compa-
tiveis com o residuo alocado (p. ex.: ndo acondicionar
acidos em recipientes metalicos; ndo acondicionar acido
fluoridrico em frascos de vidro, assim como soluc¢des de
bases fortes).

Para o empacotamento de residuos sdlidos, deve-se
manté-los em recipientes originais ou saco plastico de
alta resisténcia, para o qual deve-se também verificar a
compatibilidade. Apds a vedagdo do residuo, este deve
ser acondicionado em caixa de papeldo e lacrado com fita

adesiva seguido da rotulagem adequada.

6. ACONDICIONAMENTO DE
RESIDUOS DE LABORATORIO

Os residuos quimicos laboratoriais segregados deverao ser
acondicionados em recipientes resistentes e quimicamente
compativeis com os residuos, e deverao ser armazenados
sobre bandejas de contengao para prevenir possiveis aci-
dentes. Todos os recipientes deverao ser rotulados e tam-

pados, de acordo com as orientagdes citadas no item 5.

7. TRATAMENTO DE
RESIDUOS DE LABORATORIO

Quando possivel, sugere-se que os residuos quimicos
sejam tratados para eliminar ou reduzir os riscos que pos-
sam apresentar, proporcionando um recolhimento e des-
carte mais seguro. Esta inativacao deve ser feita em escala
reduzida, em virtude de ser mais facil e menos perigoso.
Machado e Salvador (2005) e Perrin e Armarego (1988)
apresentam métodos para tratamento de substincias qui-

micas em laboratorios.

8. ARMAZENAMENTO,

TRANSPORTE E DESTINO FINAL

DE RESiDUOS DE LABORATORIO

Os residuos quimicos laboratoriais devem ser armazena-
dos temporariamente em abrigos especificos até que sejam

retirados para tratamento, o qual, quando nao efetuado no
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proprio laboratério, deve ser realizado por uma empresa

especializada. Alguns aspectos de atengdo:

o No armazenamento, devem ser tomadas medidas que
ndo acarretem alteracdes nas caracteristicas e quanti-
dades dos residuos.

+ Osrecipientes devem estar fechados e apropriadamente
rotulados.

o Para evitar acidentes, os recipientes devem ser colo-
cados sobre coletores secunddrios. Além disso, devem
ser protegidos de fontes de luz, de calor e agua.

o Os residuos quimicos que ndo podem ser reaprovei-
tados ou descartados como residuo comum e/ou na
rede coletora de esgoto, devem ser coletadas por uma
empresa especializada (contratada) para destinagdo
final adequada.

9. METODOLOGIA PARA
O GERENCIAMENTO DOS
RESIDUOS LIQUIDOS E SOLIDOS

9.1. Classificacao dos residuos gerados

A classificagdo dos residuos oriundos das atividades de
laboratérios ambientais e de saneamento envolve a iden-
tificagdo do processo ou atividade que lhes deu origem,
de seus constituintes, caracteristicas e a comparagdo des-
tes constituintes com listagens de residuos e substancias
cujo impacto a saide e a0 meio ambiente sao conhecidos.
A identificagao dos constituintes deve ser criteriosa e esta-
belecida de acordo com as matérias-primas, os insumos
e o processo que lhe deu origem. De modo geral, podem
ser enquadrados como Perigosos (Classe I), Nao perigosos
(Classe IT), Nao inertes (Classe II-A) e Inertes (Classe I1-B)
(ABNT, 2004), conforme apresentado no item 4.

Tanto alguns consumiveis quanto residuos laboratoriais
presentes nas analises relacionadas a esgoto e efluentes sani-
tarios requerem cuidados especiais, como os acidos, bases,
metais pesados, contaminantes microbiolégicos, solventes
orgéanicos e demais composto toxicos potencialmente can-
cerigenos e mutagénicos. Residuos contendo hidréxido de
sodio, potassio e célcio, bem como organometalicos e 0xi-
dos de fosforo (P,0,) e célcio (Ca0), peréxidos de sodio

(NaO,) e potassio (K,0,), podem reagir facilmente com
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agua causando explosoes ou liberagdo de calor em suas
reagdes, assim como os acidos fracos (organicos) e fortes
(NasciMENTO FILHO et al., 2016). Na Tabela 1 esta apresen-
tada a lista de produtos quimicos e suas incompatibilidades.

9.2. Levantamento, quantificacao, caracterizacao,
classificacao e planejamento dos residuos gerados
A etapa de levantamento dos residuos laboratoriais con-
siste na verificagdo dos tipos ou classes de residuos, bem
como das quantidades em que eles sao gerados, em cada
uma das fontes geradoras, por semana, més, semestre etc.
Este levantamento permite a caracterizagdo dos residuos e
as etapas envolvidos em sua geragdo, podendo ser conside-
rada a existéncia de residuos passivos. Por meio do levan-
tamento é possivel conhecer todos os produtos e reagentes
quimicos existentes no laboratdrio ou instalagao institucio-
nal. Dessa maneira, a geragao de residuos de laboratérios de
saneamento ambiental pode seguir o fluxograma disposto
na Figura 2 a fim de facilitar o descarte e gerenciamento.
A separagao de residuos é realizada no momento elocal de
sua geragdo, de acordo com caracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas, estado fisico e riscos envolvidos. Esta separagao
acarreta economia de recursos, quantidade de residuos que
serdo tratados por processos mais onerosos, além de propi-
ciar a reutilizagdo ou a reciclagem de determinadas solugoes

ou compostos, bem como aumentar a seguranga laboratorial.

Tabela1- Relagcao deincompatibilidade de compostos quimicos.

Incompatibilidade

Acetileno Cloro, Bromo, Fltor, Cobre, Prata e Mercurio.

Acido Sulfurico, oxidantes fortes (percloratos /

Acetoritrila nitratos) e redutores (Na e Mg (metalicos)).

Acido Nitrico conc., Acido Perclorico,
Ac. Sulfurico conc., Acido Cromico,
Peroxidos, Permanganatos e Nitratos.

Acido Acético

Acido Fosférico Bases fortes, Cloratos, Nitratos e Carbeto de Calcio.

Bases fortes, anilinas, compostos nitro-
aromaticos, Sulfeto de Hidrogénio, Acido Acético,
Eter Etilico, liquido e gases inflamaveis.

Acido Nitrico
concentrado

Enxofre, Bismuto e suas ligas, Alcoois,
Anidrido ou acido Acético, solventes
e combustiveis, papel / madeira.

Acido Perclorico

Cloratos, Percloratos, Permanganatos de
Potassio (e de Litio e Sédio), Bases, Picratos,
Nitratos, pos metdlicos e solventes.

Acido Sulfurico

Anilina Acido nitrico, Perdxido de Hidrogénio.
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Incompatibilidade

Hidroxido de Amonio, Benzeno, benzina
de petroleo, propano, butadienos,
acetileno, Hidrogénio e pos metalicos.

Bromo

Dicromatos, permanganatos, Hipoclorito

Carvao ativo e K P L
de Calcio, Acidos nitrico e sulfurico.

Cianetos Acidos
Sais de amonio, metais em po, matérias
Cloratos e - ; .
organicas particuladas, enxofre, acidos
Percloratos 3 ) P
fortes, alcoois e combustiveis.
Cloreto Sulfitos, Hidrazina, aminas, acidos fortes,

Mercurico (Hg-Il) | bases fortes, fosfatos e carbonatos

Cloro |[dem Bromo

Cobre (metdlico) | Peroxido de Hidrogénio, Acetileno.

Dicromato Aluminio, materiais organicos inflamaveis,
de Potassio Acetona, Hidrazina, Enxofre e Hidroxilamina
Eter etilico Acidos (nitrico e perclorico), Peroxido
de Saodio, Cloro e Bromo

Etileno glicol Acido Perclorico, Acido Crémico, Permanganato de

g Potassio, Nitratos, Bases fortes e Peroxido de Sodio
Formaldeido Peroxidos e oxidantes fortes, Bases fortes e acidos
Fosforo Enxofre, Compostos Oxigenados (Nitratos,

Permanganatos, Cloratos e Percloratos)

Hidrocarbonetos

Acido Crémico, Peroxidos, Fldor, Cloro, Bromo,
(Hexano, Tolueno,

Percloratos e outros oxidantes fortes.

GLPetc)
H|der><_|do de Acidos, Oxidantes fortes, Perdxidos, Cloro e Bromo
Amonio
H|dfg><|p|0 Acidos, Solventes Clorados, oxidantes fortes
de Sodio
Hidroxido de Acidos, Solventes Clorados, anidrido
Potassio maleico e acetaldeido
lodeto de Clorato de Potassio, Bromo, Oxidantes
Potassio fortes, Sais de diazonio
lodo Acetileno, Hidroxido de Amonio e Hidrogénio
quwdgs ) Acido Nitrico, Nitrato de Aménio,
Inflamaveis . ) . ,

. ) Peroxidos, Hidrogénio, Fluor, Cloro,
(alcoois,

Bromo e Oxido de Cromo (V1)
cetonas etc)

Acidos, pos metalicos e pods organicos,

Egg:ode cloretos, Enxofre, Hipoclorito e Perclorato
de Saodio, Dicromato de Potassio.

Oxido de Acido Acético, Glicerina, Liquidos

Cromo (VD) Inflamaveis e Naftaleno

Prata Metdlica Acetileno, Acido Oxalico e Acido Tartarico

Alcoois, Anilina, Cloreto Estanhoso,

Perdxido de ) -
- . Cobre, Cromo, Ferro, sais metalicos,
Hidrogénio ) - : o
Nitrometano e liquidos inflamaveis
Peroxido Acido ou Anidrido Acético, Etanol, Metanol, Etileno
de Sodio glicol, Acetatos organicos, Benzaldeido e Furfural
Permanganato Glicerina, Etileno glicol, Benzaldeido,
de Potassio Acido Sulfurico e solventes organicos
Metais (Al Be, Mg, Na, K e Zn), Hipoclorito
Tetracloreto g s 0 ) ) )
de Calcio, Alcool Alilico, Dimetilformamida
de Carbono

e Agua (forma gases toxicos)

Fonte: Oliveira (2018)
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Figura 2 - Fluxograma da geracao de residuos liquidos e sdélidos de laboratérios de saneamento ambiental.

A segregacdo dos compostos deve ser realizada sempre
que houver incompatibilidade entre os residuos, quando
o tratamento adequado for diferente, assim como quando
ha possibilidade de reaproveitamento.

A segregacao dos residuos pode ser realizada como: (i) orga-
nicos (p. ex.: solventes clorados, acetatos e aldeidos, ésteres e
éteres, hidrocarbonetos, alcoois e cetonas); e (ii) inorganicos
(p. ex.: solugdes aquosas de metais pesados, acidos, bases,
sulfetos, cianetos, mercurio metalico e sais de prata, estes

dois altimos podem ser encaminhados para a recuperagao).

9.3. Descarte de residuos gerados em laboratérios
de saneamento ambiental

Os residuos ndo perigosos devem ser separados dos peri-
gosos para recuperagao ou destinagao final adequada.
Deve-se evitar combinagdes quimicas das solugoes de ana-
lises diferentes. Entretanto, quando for necessario realizar
a mistura entre solu¢des, é importante consultar a incom-

patibilidade quimica na Tabela 1. E aconselhével realizar
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o descarte do residuo analitico logo apds o término do

experimento, a fim de nao gerar acidentes laboratoriais.

9.4. Descarte de residuos solidos de analises
fisico-quimicas e microbioldgicas

Os residuos solidos de analises fisico-quimicas e micro-
bioldgica devem ser adequadamente classificados para
posterior descarte. Residuos sélidos de Classe I (residuos
perigosos) deverao ser direcionados para aterros indus-
triais apropriados. Para os metais pesados e alcalinos for-
tes, recomenda-se a consulta de referéncias especializa-
das ou até mesmo entrar em contato com fornecedores
para a melhor destina¢ao e ou recolhimento do residuo
(LAsSALI, 2018).

De acordo com a NBR 10004/2004, os residuos nao clas-
sificados como residuos de Classe I podem ser classifica-
dos como sendo residuo comum (Classe II), desta forma
podendo ser descartado via sistemas de coleta de residuos

urbanos e/ou de esgotamento sanitario (quando liquido).
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Quando sdlidos, os residuos podem ser descartados em
lixeiras com ou sem coletas seletivas e ou cagcambas de
coleta. Destaca-se que, quando possivel, deve ser realizada
areducdo da geragao de residuos, a separagao e/ou doagao
de materiais reciclaveis a fim de minimizacio dos efeitos
ambientais.

O liquido remanescente de residuo sélido nao perigoso
molhado deve ser eliminado adicionando materiais absor-
ventes em quantidade suficiente no residuo. Ja os objetos
perfurocortantes e vidros devem ser descartados nos reci-
pientes para objetos cortantes devidamente identificados.

Materiais contaminados, como géis de acrilamida e polia-
crilamida e precipitados de solugdes, devem ter o liquido
em excesso drenado por processos de filtragdo ou por seca-
gem em capelas antes do descarte no lixo comum. Néo se
deve acondicionar estes residuos em recipientes destinados
a coleta de solventes organicos. Materiais contaminados
com produtos toxicos devem ser encaminhados para resi-
duos Classe I (residuos perigosos) (SCHNEIDER et al., 2011).

A acrilamida é um importante agente neurotdxico,
dessa forma, equipamentos de prote¢ao individual sdo
necessarios para a manipulagdo do p6 deste composto, o
qual deve ser realizada em capela. Diante disso, no des-
carte deste composto deve-se ter atengdo especial para:

o Odescarte do p6 de acrilamida deve ser realizado com
a sua disposi¢ao em embalagens bem lacradas e desti-
nado a residuos de Classe I.

+ Solugdes contendo acrilamida para preparo de gel e
para eletroforese (analises de microbiologia e biologia
molecular) podem ser polimerizadas e descartadas no
lixo comum. A solu¢ao de acrilamida deve ser poli-
merizada de acordo com as instru¢des do fabricante.
Caso a solugdo de acrilamida néo se polimerize, deve
ser disposta em embalagens bem lacradas e destinado
a residuos de Classe I.

o Osrecipientes vazios de acrilamida devem ser previa-
mente lavados com solu¢do de NaOH (0,25 M) em
capela, enxaguar sob agua corrente para remover resi-
duos, destinando ao sistema de coleta de esgoto comum.

« Os géis de acrilamida bem como seus residuos pro-
venientes das analises microbioldgicas e de biologia

molecular podem ser eliminados em lixo comum.
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o As cartelas usadas na analise de determinacédo de
Escherichia coli (collilert), placas Petri (contendo meio
sé6lido) usadas na determinacao de colifagos, bactérias
heterotroéficas totais e bactérias resistentes a antibidti-
cos, apos contagem, devem ser autoclavadas (em auto-
clave usada exclusivamente para descontaminagio de
material). Apds autoclavagdo, devem ser descartadas
como material de risco bioldgico.

o As ponteiras, tubos e placas usados nas analises mole-
culares de reagdo em cadeia da polimerase em tempo
real (QPCR, do inglés quantitative real-time polymerase
chain reaction) para determinagao de genes de bactérias,
bem como na analise de qPCR e da rea¢do em cadeia
da polimerase em tempo real com transcri¢ao reversa
(RT-qPCR, do inglés reverse transcription quantitate
real-time polymerase chain reaction) para quantifica-
¢do de genes de virus entéricos e do novo coronavirus
(SARS-CoV-2, do inglés severe acute respiraty syndrome
coronavirus 2) devem ser autoclavados e descartados

como residuo de risco bioldgico.

9.5. Descarte de residuos liquidos de analises
fisico-quimicas e cromatograficas

Os residuos liquidos de analises quimicas e microbioldgicas
gerados nos laboratérios de saneamento ambiental devem
ser segregados e armazenados em recipientes adequados,
em local ventilado, rotulados e afastados de 4reas de circu-
lagdo. Quando possivel, estes residuos devem ser tratados
e processados no proprio laboratorio, sendo neutraliza-

dos antes de serem descartados (SCHNEIDER et al., 2011).

9.6. Procedimento para descarte de
compostos na rede coletora de esgoto

9.6.1. Acidos e bases

Caso o descarte em rede coletora de esgoto seja a op¢ao para
aeliminagao de residuos liquidos laboratoriais, deve-se com-
provar se os componentes da solugao sdo soltiveis em agua,
possuem baixa toxicidade e, no caso de compostos organicos,
sdo biodegradaveis (LAassALI, 2018). Alguns pontos de atencdo:
« Acidos concentrados e bases devem ser neutralizados

antes do descarte. Residuos liquidos sob solugdo aquosa
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devem ser descartados com faixa de pH entre 6,0 a 8,0
submetendo, caso necessario, as solu¢des a neutralizacio
anteriormente ao descarte em rede coletora de esgoto.

o Solugdes concentradas devem ser diluidas até obtencéo
de solugdo com 50% de dgua, com posterior ajuste de pH.

« Para compostos organicos, diluir em até 100 vezes sob
agua corrente e com quantidade maxima de 100 g ou
100 mL-dia™.

« Solugdes pouco misciveis em dgua, mas com concen-
tragoes inferiores a 2% podem ser descartados na rede
coletora de esgoto.

« Solugdes e/ou reagentes cujo ponto de ebuli¢do seja
inferior a 50 °C nao devem ser descartados na rede
coletora de esgoto, mesmo sendo soliveis em agua e
pouco toxicos

« Atencdo para nao ultrapassar os limites diarios de des-
carte de residuos em rede coletora estipulados para o
laboratorio de analises.

« Fagaalavagem da pia por meio de enxague para remo-
ver qualquer residuo quimico descartado e faga a lim-
peza do ralo.

o Apos descartar produtos quimicos pela rede coletora
de esgoto, lave com um volume de agua entre 10 a
20 vezes o volume descartado para remover quaisquer

compostos remanescentes na canalizagao.

Os acidos (cloridrico, sulfurico, nitrico, acético, per-
clérico etc.) devem ser neutralizados com base (preferen-
cialmente bicarbonato de s6dio acrescido de carbonato de
calcio), com posterior descarte em dgua corrente na rede
coletora de esgoto. Caso ocorra precipitacao de residuos
solidos, estes devem ser verificados para o posterior des-
carte em lixo comum ou ser encaminhado para tratamento
adequado (SCHNEIDER et al., 2011).

Todavia, nao é recomendavel neutralizar os seguintes
acidos: anidridos e cloretos acidos, acido nitrico fume-
gante, haletos e oxihaletos de fosforo, selénio, cromo,
vanadio e enxofre, dcido clorosulfonico e acido sulfarico
fumegante. Estes adcidos sdo extremamente reativos ou
pouco soldveis em agua e devem ser coletados em fras-
cos, os quais devem ser fechados com firmeza, rotulados

e encaminhados para o descarte.
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As solugoes e/ou residuos sulfocromicos nao devem
ser neutralizados. Estes materiais devem ser recolhidos
em recipientes separados e levados a destinacdo adequada
(residuos de Classe I). Nao é recomendavel o emprego
destas solucdes na limpeza de vidraria, uma vez que o
cromo ¢ um composto téxico, e um potente carcindgeno
(SCHNEIDER et al., 2011).

A neutralizagao de solugdes basicas é realizada por pro-
cedimento similares a neutralizagdo de solugdes dcidas.
Entretanto, cuidados especiais devem ser tomados, uma
vez que estas solugdes podem se comportar de maneira dis-
tinta as solucdes acidas. As bases (p. ex.: aminas, solu¢des
de hidroéxidos, solugdes de alcoolatos e amonia) devem ser
neutralizadas com acidos fracos ou diluidas (p. ex.: acido
acético), ajustando o pH entre 6,0 e 8,0, antes de serem
descartados sob dgua corrente na rede coletora de esgoto
(OLIVEIRA, 2018).

Na neutraliza¢io de bases é comum ocorrer efervescén-
cia na adi¢éo de dcido a solugdes de bases velhas devido ao
acamulo de di6xido de carbono nestas solugdes. Ao reali-
zar a neutralizagdo de bases, deve-se evitar utilizar acidos
sulftrico concentrado, sendo aconselhavel a utilizagdo de
acidos nitrico ou perclorico para realizar esta atividade.
Da mesma forma, a utiliza¢ao de acido cloridrico também
nao é recomendada, uma vez que este acido pode gerar

nevoas de sal que sdo toxicas (LASSALI, 2018).

9.6.2. Metais pesados

Os metais pesados presentes em residuos aquosos devem
ser precipitados com soda cdustica (NaOH + Na, CO,)
em excesso em sua origem, e o residuo liquido resultante
pode ser descartado na rede coletora de esgoto apos a
verificacdo da eficiéncia do procedimento de precipitacéo,
acerto de pH e cumprimento das normativas de solubili-
dade, diluigdo, toxicidade e biodegrabilidade. Os metais
precipitados devem ser embalados e armazenados em
depdsitos no departamento de origem. Solugdes con-
tendo metais pesados e contaminagdo organica deverao
ser separados e identificados para o tratamento e/ou dis-
posicdo final. Da mesma forma, os metais devem ser pre-
cipitados e, posteriormente, tratados de acordo com suas
classes (ABNT, 2004).
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9.6.3. Tampobes fosfatos

Os tampoes fosfatos utilizados em diversas analises e/ou
experimentos em laboratério de saneamento ambiental
para procedimentos fisico-quimicos ou microbioldgicos
devem ser considerados poluentes, uma vez que o fosfato
contribui para a eutrofizacio dos rios e consequente dimi-
nuicdo da concentragio de oxigénio da dgua. Sugere-se
que estes tampdes sejam usados para estocagem de metais
pesados. Dessa forma, eleva-se o pH dos tampdes fosfatos
a 10, e os adiciona a solugdo com metais pesados para per-

mitir formagédo de precipitados (SCHNEIDER et al., 2011).

9.6.4. Corantes

As solugoes aquosas contendo corantes ndo téxicos bio-
degradaveis podem ser descartados na rede coletora de
esgoto. Caso os corantes apresentem toxicidade, estes
devem ser removidos por meio de adsor¢do em resinas
apropriadas ou por processos de coagulagdo anterior ao
descarte da solucao. O residuo sélido gerado neste pro-
cesso deve ser encaminhado para descarte de residuos de

Classe I (SCHNEIDER et al., 2011).

9.6.5. Brometo de etidio e outros compostos toxicos,
carcinogénicos e mutagénicos

Produtos quimicos carcinogénicos, teratogénicos e mutagé-
nicos devem ser acondicionados em frascos bem lacrado e
rotulado adequadamente. O descarte dessas solu¢oes deve
ser feito apds avaliacao uma a uma. Dentre estas solug¢des,
uma muito utilizada em analises de biologia molecular é
o brometo de etidio, o qual é um composto mutagénico.
Os residuos dessas solu¢des devem ser acondicionados
em frascos bem lacrados e rotulados adequadamente e

destinado a aterros de Classe I. Solugdes aquosas com

concentragdo inferiores a 10 mg-L' de brometo de etidio
devem ser tratadas com materiais absorventes adequa-
dos para remog¢do do composto. Apds o procedimento, a
solugdo aquosa pode ser descartada na rede coletora de
esgoto, no entanto, o residuo sélido bem como os géis,
luvas, pipetas, tubos de ensaio, placas etc contaminados
com este composto devem ser encaminhados ao aterro de

Classe I (SCHNEIDER et al., 2011).

9.6.6. Residuos oxidantes

Residuos fortemente oxidantes como solu¢des de hipo-
cloritos, cloratos, bromatos, iodatos, periodatos, perdxi-
dos e hidroperoxidos inorgéanicos, cromatos, dicromatos,
molibdatos, manganatos e permanganatos podem ser
reduzidos por hipossulfito de sddio, com posterior ajuste
de pH entre 6 a 8. O excesso de hipossulfito deve ser des-
truido com peroxido de hidrogénio. Depois disso, diluir

e descartar na rede coletora de esgoto.
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