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CONDICOES SANITARIAS DAS AGUAS DE IRRIGACAO DE
HORTAS DO MUNICIPIO DE SAO PAULO ™

II. Isolamento de virus entéricos

Décio de Almeida CHRISTOVAO
José Alberto N. CANDEIAS
Sebastido Timo IARIA

Foram pesquisados virus entéricos nas Aguas de irrigacio de omze hortas

do municipio de S&o Paulo.

Das amostras das dguas de cinco hortas foram iso-

Iados os seguintes enterovirus: virus de poliomielite tipo I e tipo III e virus

Coxsackie tipo Al6 e tipo A7.

Os resultados evidenciam a superioridade do

método de adsorciio & resina Dowex, para isolamento de virus de fdguas conta-

minadas com esgotos.

O encontro de virus naguelas Aguas d& ao aspecto sani-

tario déste problema, particular importéncia.

INTRODUCAO

As primeiras tentativas bem sucedidas
de isolamento de virus da poliomielite
de esgotos datam dos trabalhos de PauL;
Trask; Curora®® (1939) e Paur;
Trask; Garp?*® (1940). Posteriormen-
te, surgiram numerosas publicagdes sdbre
o assunto ndo s6 em relagdo ao virus
da poliomielite (MeLNICK %, 1947; Ruo-
DES et alii®!, 1950) como a outros ente-
rovirus (CLARK et alii®, 1951; KeLLy 2°,

1953; Poskanzer & BEADENKOPF %,
1961; Wircox et alii®*, 1961). Varios
autores (BeErc*' %3, 1066; LamMB et

alii*?, 1964) tém verificado que apesar
da aplicacdo de métodos adequados nas
estacoes de tratamento de esgotos é mui-
tas vézes possivel isolar virus dos efluen-
tes. [Esta verificagio associada ao conhe-
cimento de que podem encontrar-se vi-
rus em cursos de agua que receberam

Recebido para publicacdo em 8-6-1967.

esgotos domésticos sem tratamento déo
ao problema uma importincia indiscuti-
vel (Berg 2, 1966; FOLIGUET; SCHWARTZ-
BROD; GAUDIN &7, 1966; Lamp et alii '3,
1964).

O desenvolvimento das técnicas de pu-
rificagio de virus tem simplificado o iso-
lamento de virus de material provenien-
te de esgotos ou de cursos de agua con-
taminados (Lacrrppo ', 1950; Lunp &
HepstrRoM 3, 1966; MULLER ¥?, 1950;
SaBIN 22, 1932).

Em virtude da utilizacio freqiiente, em
nosso meio, de aguas poluidas por esgo-
tos na irrigagdo de hortas, teve o pre-
sente trabalho por finalidade tentar iso-
lar virus entéricos das mesmas, avalian-
do, simultineamente, a eficicia do mé-
todo de purificagio por adsor¢io a uma
resina de troca idnica.

(1) Da Cadeira de Microbiologia e Imunologia Aplicadas da Faculdade de Higiene e Saude

Pablica da USP.
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MATERIAL E METODOS

Preparo das emostras — A esc6lha das
hortas, a colheita e o transporte das
amostras estdo descritos em trabalho an-
terior (CHRISTOVAO; Iaria; CANDEIAS &,
1967). As 55 amostras de A4gua desti-
nadas ao exame virolégico foram agru-
padas em dois grupos, o primeiro dos
quais compreendendo as 25 amostras co-
lhidas, diretamente, em frascos estéreis,
no més de outubro de 1960 e o segundo,
as 30 amostras colhidas em outubro de
1961 mediante o uso de chumacos de
gaze. Estes foram preparados com fai-
xas de gaze de 1,50 m de comprimento
e 0,20 m de largura, dobradas sébre si
mesmas, de modo a formar um chumago
compacto; cada um déles era préso a
uma estaca de madeira fixada no leito
do curso de agua, em ponto préviamen-
te escolhido, por intermédio de um cor-
del de cérca de.0,50 m de comprimento
e mantido no local durante 48 horas.
Passado éste tempo, era retirado e envia-
do ao laboratérioc em frascos estéreis
(Moorke ', 1952). As amostras de 4gua
de cada uma das onze hortas foram sem-
pre misturadas.

Tanto as amostras de 4gua colhidas
diretamente em frascos estéreis, como as
obtidas por expressio dos chumacgos de
gaze, foram clarificadas por centrifuga-
gdo a 2.000 RPM durante 15 minutos,
em ambiente refrigerado a 5°C, e trata-
das por dois métodos diferentes. No pri-
meiro método retiraram-se 10 ml de cada
uma das 11 amostiras, volume a que se
adicionou penicilina e estreptomicina de
modo a obter-se uma concentragio final
de 5.000 U/ml de penicilina e 2 mg/ml
de estreptomicina; &ste material foi cen-
trifugado a 10.000 RPM durante 30 mi-
nutos, em ambiente refrigerado a 5°C,
sendo o liquido sobrenadante congelado
a —60°C para ulterior exame. No se-
gundo método a 100 ml de cada uma
daquelas amostras adicionou-se albumina
bovina, de modo a obter-se uma concen-
tracdo de 0,5% e 10 g de resina Dowex
1.X, 200-400 “mesh”. A mistura foi
agitada durante 5 minutos a temperatu-

ra ambiente e centrifugada a 2.500 RPM
durante 10 minutos em ambiente refri-
gerado a 5°C, eliminando-se o sobrena-
dante. O sedimento foi agitado durante
10 minutos com 2 ml de solucdo de fos-
fato dissédico (pH=28,5) e centrifuga-
do a 3.000 RPM durante 15 minutos, em
ambiente refrigerado a 5°C. O sobre-
nadante adicionado de penicilina e es-
treptomicina na mesma concentragdo re-
ferida anteriormente foi congelado a
—60°C para ulterior exame. Este méto-
do corresponde, em linhas gerais, ao des-
crito por KerLy * (1953).

Métodos virolégicos — Cada uma das
amostras fol inoculada por via subcuta-
nea em camundongos recém-nascidos de
idade compreendida entre 24 e 48 horas,
na dose de 0,02 ml por animal, usan-
do-se 5 animais por amostra. Estes fo-
ram mantidos em observacio durante 14
dias, sacrificando-se um animal cada 7
dias, para passagens sucessivas. Uma
amostra era considerada negativa somen-
te depois de duas passagens sem sinto-
mas caracteristicos de infeccdo. A iden-
tificagdo das amostras isoladas foi feita
de acbérdo com a técnica descrita por
GAMBLE et alii® (1963).

As amostras foram. ainda inoculadas
em culturas de células HeLa e culturas
primirias de amnios, usando-se 4 ou 5
tubos por amostra e um inéculo de 0,1 ml
por tubo. As culturas foram incubadas
a 37°C e observadas didriamente para
verificagdo da presenga de efeito citopa-
tico. Consideravam-se negativas as cul-
turas que ndo- demonstravam qualquer
efeito citopatico em duas passagens de
16 dias cada uma. A identificacio das
amostras isoladas foi feita por provas de
neutralizacio e fixagdo de complemento
GAMBLE et alii®, 1963; HamsLING; Da-
vis; MacraE®, 1963).

RESULTADOS

Das 11 amostras de 4gua examinadas
e correspondentes as hortas selecionadas,
5 mostraram conter um ou mais virus,
distribuidos do modo seguinte: da agua
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de irrigacio colhida em trés hortas isola-
ram-se 4 cepas de virus de poliomielite,
dos tipos 1 e III numa delas e somente
do tipo III em cada uma das duas res-
tantes; em duas outras hortas, das amos-
tras de igua examinadas foi possivel iso-
lar 2 cepas de virus Coxsackie do gru-
po A e tipos 16 e 7.

Das amostras de agua nédo tratadas
com a resina Dowex sdomente foi possi-
vel isolar uma cepa de virus de polio-
mielite, ao contrdrio do que ocorreu em
relagdo as amostras de agua tratadas com
a referida resina. A Tabela 1 apresen-
ta éstes resultados.

DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho mos-
tram de maneira inequivoca que as iguas
por nés estudadas, utilizadas na irriga-
¢do de hortalicas, contém enterovirus,
dentre o0s quais, assumem particular in-
terésse os virus da poliomielite. Natu-
ralmente que as cepas de virus da polio-
mielite dos tipos I e III isoladas por nés
poderdo ser cepas atenuadas de vacina
Sabin, identificacio que nfo nos foi pos-
sivel fazer. Mas mesmo que tivéssemos
podido determinar aquela origem vaci-
nal, éste fato nio diminuiria os riscos de
contaminagdo por cepas selvagens do
mesmo virus. Os tipos de virus isolados
encontram-se entre os mais freqiientemen-

te isolados por outros autores (CLARK
et alii®, 1951; MEeLNIK %, '1947; Ruo-
DES et alii?!, 1950; WiLcox et alii?4,
1961). A facilidade com que foram
identificadas as cepas isoladas vem com-
provar mais uma vez a eficicia das téc-
nicas usadas (GaMBLE et alii®, 1963;
HamBLING; Davis; Macrae®, 1963),
particularmente em relagdo a prova de
neutralizagio com misturas de soros, mé-
todo que apesar de mais demorado tem
a vantagem de ser de grande economia,
ndo s6 em térmos do nimero de tubos
de cultura usados como da quantidade
de soros especificos.

Mack et alii'4 (1958), compararam
a incidéncia de coliformes e enterococos
com o isolamento de virus entéricos. A
tentativa de relacionar as freqiiéncias de
isolamento de enterovirus com os indices
coliformes das aguas de irrigacio estu-
dadas, apresentada na Tabela 2, suge-
re-nos apenas as seguintes consideragdes.
Os padrbes bacteriolégicos para dguas de
irrigacdo, estabelecidos para o Estado de
Séo Paulo® (1955), toleram o empré-
go, na rega de vegetais ingeridos crus,
de 4guas com média dos NMP de coli-
formes inferior a 5.000 por 100 ml, sem
especificar o tipo de média. O isola-
mento de cepas de dois tipos diferentes
de virus da poliomielite, da &4gua da
horta D, cuja média geométrica dos
NMP de coliformes estd muito proxima

TABELA 1

Numero de amostras, de Aguas de irrigacdo de hortas, positivas para os enterovirus
relacionados segundo o tipo de colheita e o método de tratamento

Método de tratamento
Tipo N.e de
a amostras com resina sem resina
e
exami- s
Poliomielite ‘ Coxsackie l Poliomielite Coxsackie
Colheita nadas | Total : Total
I | 11 ] A16 ! AT j I I | Al16 | A7
Direta 5 0 1 1 0 2 1 0 [ 0o 1
Chumaco de
Gaze 6 0 2 0
Total 11 5 -0 0
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TABELA 2

Isolamento de virus entéricos das &aguas de irrigacdo das hortas examinadas e médias
aritmética e geométrica dos NMP por 100 ml de coliformes e E. coli

Coliformes E. coli
Hortas Virus T NMP/100 ml NMP/100 ml
isolados
m. aritmética m. geométrica m, aritmética m. geométrica
A > 266.272 > 54.451 > 233.269 > 7.408
B > 406.823 > 81.831 > 148.860 > 14.257
(o] > 257.343 28.274 163.279 2.609
D Polio I e III 58.426 6.323 11.042 1151
E Coxsackie A16 > 230.376 20.987 52.473 2.359
F > 514.430 > 167.721 > 452.533 > 63.484
G Polio III 37.220 17.010 20.796 4.318
H 100.400 77.561 13.011 2709
I Coxsackie A7 157.790 32.914 28.540 9.142
J Polio III 20.200 13.977 16.610 8.469
K 48.056 19.085 17.343 4.497

do maximo tolerado, nos indicaria cla-
ramente o inconveniente de se interpre-
tar o térmo “média”, estabelecido pelo
padrido, como média geométrica. Embo-
ra esta medida seja tida como a mais
representativa de uma série de valdres
de NMP, frente aos resultados do pre-
sente trabalho, se alguma atitude pudesse
ser tomada, deveria ser a de se conside-
rarem as médias fixadas nos padrdes es-
taduais como médias aritméticas. Estas,
como pode ser visto na Tabela 2, apre-
sentam-se com val6res bem mais eleva-
dos — como devera. ocorrer com maior
freqiiéncia. Assim, a adogio do critério
aqui aconselhado tornara os limites, esta-
belecidos pelo padrdo, menos tolerantes.

Em publicagdo anterior (CHRrisTOViO;
Iaria; CanpEenss*, 1967) ficou demons-
trada a precariedade das condigbes hi-
giénicas das mesmas hortas, cujas aguas
de irrigagdo foram objeto do presente
trabalho. Os resultados desta pesquisa

de virus intestinais ndo permitem qual-
quer divida quanto & existéncia real de
risco & saide na utilizagio destas aguas
de irrigagdo. O isolamento de virus da
poliomielite e virus Coxsackie, por outro
lado, vem confirmar a origem humana,
pelo menos parcial, da poluigio fecal evi-
denciada naquéle trabalho.

Foi possivel demonstrar a utilidade do
método de adsor¢do a resina Dowex para
o isolamento de enterovirus. Se as amos-
tras wutilizadas no tratamento contrdle,
sem adsorcdo & resina, tivessem sido sub-
metidas também a éste tltimo tratamen-
to, teriamos, possivelmente, obtido maior
nimero de isolamentos, pois a eficiéncia
da concentracdo pela resina aniGnica é
nitidamente superior & simples purifica-
cio da agua por centrifugagio. A éste
respeito devemos lembrar que se tivesse
sido possivel a utilizagio de culturas de
células de rim de macaco Rhesus, o ni-
mero de isolamentos teria sido, provavel-
mente, ainda mais elevado.
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CONCLUSOES

1. De 5 das 11 amosiras de &guas de
irrigacio das hortas examinadas fo-
ram isolados os seguintes enterovi-
rus: virus da poliomielite tipo I e
tipo III e virus Coxsackie tipo Al6
e tipo A7.

2. O processo de tratamento pela adsor-
cio 4 resina Dowex 1.X, 200-400
“mesh”, revelou-se nitidamente supe-
rior ao método utilizado, usualmen-
te, no isolamento de virus de fezes.

SUMMARY

Five of the 11 samples of irrigation
water taken from vegetable gardens of
the city of S. Paulo, submitted to viro-
logical examination, gave positive results
for the following enteroviruses: poliovi-
rus-1, poliovirus-3, Coxsackie virus Al6
and Coxsackie virus A7. The resin meth-
od rendered the highest yield of iso-
lations in comparison with the unconcen-
trated method. The isolation of entero-
viruses from irrigation waters reflects the
unsatisfactory conditions of the same and
emphazises the sanitary aspect of this
problem,
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