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RESUMO: (Analise virologica da qualidade da agua: uma revisdo das metodologias de concentragdo e detecgdo viral).
Muitos virus patogénicos sdo excretados em fezes humanas e urina, e a d4gua ¢ um dos possiveis veiculos de transmissao
destes agentes, representando riscos para a saiide publica. Em alguns paises, estes patogenos ja sdo incorporados em rotinas
de monitoramento ambiental. Todavia, ainda nao ha consenso em relacao a escolha de um agente viral indicador, e nem em
relagdo a um método padrio de deteccdo, o que muitas vezes gera divergéncias e confusdes entre os proprios pesquisadores.
Neste sentido, o objetivo deste estudo foi de realizar uma revisao atualizada dos principais métodos que compdem a analise
virologica (concentragdo e detecgdo) da agua. Apesar das divergéncias, constata-se que a metodologia de concentragdo ¢
baseada sobretudo nos métodos de microfiltragdo em membranas polarizadas, ultrafiltragdo e ultracentrifuga¢ao, com varia-
¢des de acordo com o tipo de amostra. Em relagdo aos métodos de detecgdo, estes baseiam-se sobretudo no uso da PCR e
suas variagdes.
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ABSTRACT: (Virological analysis of water quality: a review of the methodologies of concentration and viral detection).
Many pathogenic viruses are excreted in human feces and urine, and water is one possible vehicle of transmission, represent-
ing a risk for public health. In some countries, these pathogens are already embedded in routine environmental monitoring.
However, there is no consensus yet on the choice of an indicator viral agent, and about choosing a method to diagnose them,
which often generate confusion and disagreement among the researchers themselves. The objective of this study was to
conduct an updated review of the main methods that comprise the virological analysis (concentration and detection) of water.
Despite the differences, we observe that the method of virus concentration is mainly based on the methods of microfiltration
in polarized membrane, ultrafiltration and ultracentrifugation, with variations according to the type of water sample. Regard-
ing the methods of detection, these are based mainly on the use of PCR and its variations.

Key words: water, concentration, detection, virus.

INTRODUCAO de doengas em humanos e que podem ser encontrados
em aguas (Hurst 1991, Hamaza et al. 2009). A presen-
c¢a destes patogenos em aguas ¢ um sério problema de
saude publica (Chen et al. 2006), pois a ingestdo de par-
ticulas virais infecciosas, mesmo em baixas concentra-

¢oes, pode acarretar diversos agravos a saude (Ward &

Indicadores empregados para avaliar a qualidade da
agua tém sido itens de controvérsia ha mais de 50 anos
(Rose et al. 2006). As bactérias geralmente sdo utili-
zadas como microrganismos de escolha no monitora-

mento microbioldgico da agua (Hsu et al. 2007), para
tal, normalmente utilizam-se as bactérias heterotroficas
e coliformes (Lee & Kim 2002). Entretanto, os métodos
tradicionais de deteccdo de coliformes fecais e Esche-
richia coli possuem valor preditivo limitado para ava-
liar a ocorréncia de virus entéricos (Le Guyader et al.
2000). Diversos estudos relatam a ndo associagdo entre
a presenca de certos virus encontrados no meio ambien-
te e indicadores bacterianos (Grabow et al. 2001, Rose
et al. 2006, Hsu et al. 2007).

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

Akin 1984) e, em alguns casos, a ingestdo de uma tGnica
particula ¢ o suficiente para desencadear uma infecgao
(Tavares et al. 2005).

Por outro lado, os métodos tradicionais de tratamento
de 4gua ndo sdo totalmente eficientes para a eliminagdo
dos virus (Koopmans et al. 2002). Assim como os mi-
crosporidios, protozoarios esporulaveis de dificil remo-
¢do por filtragdo, sua remocdo e/ou inativacdo requer
0 uso de luz ultravioleta (U.V.) no reator, metodologia
onerosa, disponivel apenas em alguns paises desenvol-
vidos, e que nem sempre tem agao efetiva sobre todos os
agentes virais, ja que muitos sdo altamente resistentes ao
tratamento com luz U.V. (Mamane-Gravetz et al. 2004).

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

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

Apesar desta indicagdo, ainda ndo had um indicador
virolégico padrdo para andlise de 4guas, ndo existindo
sequer consenso entre os pesquisadores em relagdo ao
volume requerido e ao método de analise virologica a
ser empregado. Entretanto, de forma sistematizada, es-
sas analises geralmente obedecem a duas etapas: a con-
centragdo ¢ a deteccdo viral.

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

CONCENTRACAO VIRAL

A concentragdo ¢ a primeira etapa na realizacdo da
analise viroldgica da agua, objetiva recuperar e con-
centrar o maior numero possivel de particulas virais,
ou mesmo reter material genético em suspensdo. Em
geral, os virus estdo presentes em baixas concentragdes
nas aguas (Griffin et al. 1999, Soule et al. 2000, Chen
et al. 2006, Hamaza et al. 2009). Dessa forma, a con-
centracdo é uma etapa critica, trabalhosa e onerosa, que
utiliza um grande volume de agua (Tavares et al. 2005),
podendo inviabilizar a aplicagdo em rotina de monito-
ramento ambiental.

Existe uma grande variedade de métodos de concen-
tragdo e a escolha de um ou outro depende do tipo de
amostra, do virus a ser isolado € mesmo de recursos
financeiros do laboratorio. Assim, a utilizacdo de um
bom método de concentragdo ¢ crucial para a posterior

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

Dentre os métodos de concentragdo, os mais ampla-
mente utilizados so: ultracentrifugacdo (Formiga-Cruz
et al. 2005, He & Jiang 2005, Albinana-Gimenez et al.
2006), adsor¢ao-eluigdo em membranas de microfiltra-
¢do polarizadas (Katayama et al. 2002, Rigotto et al.
2009, Silva et al. 2010a) e ultrafiltracdo (Soule et al.
2000, Rajal et al. 2007), ocorrendo combinagdes entre
estes e alguns métodos de precipitagdo, ou mesmo ou-
tras metodologias afins.

Microfiltracdo

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

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

A American Public Health Association (APHA) e
a USEPA recomendam o uso de adsor¢do-elui¢do em
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membranas eletronegativas para concentrar virus da
agua (Clesceri et al. 2005, Usepa 2001). Entretanto, o
uso de membranas eletronegativas requer tratamentos
prévios da dgua para propiciar a interacdo entre o virus
e a membrana. Estes tratamentos geralmente incluem
acidificagdo da agua com adig@o de sais cationicos mul-
tivalentes (AICI, ou MgCl,), modificando a carga do vi-
rus e propiciando interagdes eletrostaticas entre o cap-
sideo viral e a superficie eletronegativa das membranas
(Chen et al. 2006, Victoria et al. 2009).

Um método de concentragdo viral utilizando filtro

eletronegativo de 0,45 um foi desenvolvido (Katayama
et al. 2002) e recentemente reproduzido com sucesso
em varios trabalhos correlatos que detecta virus em
aguas ambientais (Haramoto et al. 2007a, Miagostovich
et al. 2008, Katayama et al. 2008, Rigotto et al. 2009).

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

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

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

em particulas de vidro para recuperar virus de amostras
ambientais (Lambertini et al. 2008). Este método utiliza
eluicdo com 6leo mineral e geralmente permite que se
realize a adsor¢do-eluigdo de virus sem a necessidade
de modificacdo do pH da dgua (Lambertini et al. 2008,
Wyn-Jones et al. 2001). Apesar de menos oneroso, o
método apresenta uma taxa de recuperagdo viral muito
varidvel, ndo apresentando ainda resultados satisfato-
rios.

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

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

Ultrafiltragcao

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

Tabela 1. Membranas e cartuchos de microfiltragdo utilizados para concentrar (pré-filtragao/filtragao) virus em aguas ambientais.

. . s~ Carga/
Tipo Nome Porosidade (nm) Composicao Hidrofobicidade
Membrana Hybond N+ (Amersham pharma) 0,45 Nylon +
Membrana Zetapore (AMF Cuno) 0,45 Diatomacea/celulose +
Membrana PTFE-LCR (Millipore) 0,45 Teflon Hidrofilico
Membrana MF HAW (Millipore) 0,45 Nitrocelulose -
Membrana NM04701 020SP 0,22 Nitrocelulose -
Membrana HA (Millipore) 0,22-0,45 Mistura de ésteres de celulose Hidrofilico
Membrana Anodisc (Whatman) 0,2 Inorganica (inorganic-alumina) +
Membrana Prefilter A1 15 (Millipore) 8,0 Microfibra de vidro SI
Membrana Prefilter GF/FC (Whatman) 12,0 Microfibra de vidro SI
Membrana AP 15e AP 20 0,2-0,8 Microfibra de vidro SI
Membrana Metricel (Gelman Science) 0,8 Celulose SI
Cartucho Zeta-plus (AMF, Cuno) 0,5-1,0 Celulose com carga modificada +
Cartucho 1-MDS Virozorb (AMF, Cuno) 0,2 Celulose com carga modificada +
Cartucho Duo-fine series (Blaston Corp.) 0,45 fibra de vidro com resina epoxi SI
Cartucho Filtering tubes (Balston Corp.) 5-8,0 Microfibra de Vidor e resina de SI

epoxi-borsilicato

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

Métodos de ultrafiltragdo como a filtragem de fluxo
por vortex (VFF - vortex flow filtration) e a filtragem de
fluxo tangencial (TFF - flow filtration) t€ém sido utiliza-
dos como alternativas ao método de adsor¢do-elui¢ao
por microfiltragdo. VFF tem a vantagem de ndo reque-
rer pré-filtragad e ter maior taxa de recuperacao viral
do que TFF (Fong et al. 2005). Contudo, ¢ aconselha-
vel realizar uma etapa de pré-filtracdo qualitativa, pois
a realizagdo deste procedimento permite a retirada de
matéria organica, como restos de algas que saturam as
membranas (Silva et al. 2010a).

Ultracentrifugagdo

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

Eluicdo e extragdo de acidos nucléicos

A préxima etapa pds-concentragdo ¢é realizar a elui-
¢do das particulas virais adsorvidas em membrana ou
no concentrado, normalmente utiliza-se uma solucao
proteinacea alcalina contendo glicina (~0,5 M) e ex-
trato de carne (1-3%, pH 9-11), também chamada de
floculagdo organica (Puig et al. 1994, Lambertini et al.
2008), a qual promove a recuperacdo de particulas vi-
rais adsorvidas em soélidos (El-Senousy et al. 2007). A
eluicdo com extrato de carne € o método mais utilizado.
Todavia, diversos pesquisadores t€ém utilizado elui¢des
diferenciadas, como solu¢des contendo Tween 80 (Ra-
jal et al. 2007), e associagdo de Tween 20 com Tris-
-EDTA (Silva et al. 2010a), pois o extrato de carne pode
inibir as rea¢cdes de PCR (Abbaszadegan er al. 1993).
Em razao disso, para a detec¢do via PCR, alguns pes-
quisadores tém proposto, como alternativa mais eficaz,
a eluicdo dos virus em solug¢do de NaOH (pH 10,8) (Ha-
ramoto et al. 2005, Haramoto et al. 2007b), ou mesmo
uma associagdo de H,SO, 0,5 mM e NaOH 1 mM (Hsu
et al. 2007).

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

métodos secundarios de concentragdo, usualmente mé-
todos de precipitagdo, destacando-se a ja mencionada
floculagdo organica com extrato de carne (Xagoraraki
et al. 2007), floculagdo com aluminio (Farrah et al.
1976), floculagdo com leite em p6 desnatado (0,01%
w/v) (Calgua et al. 2008), precipitacdo com polietile-
noglicol (PEG) (Greening ef al. 2002), ou precipitagdo
com sais multivalentes (Chang et al. 1981). O precipi-
tado ¢ entdo centrifugado para aumentar a eficiéncia de
sedimentagdo e, posteriormente, dissolvido em tampdes
apropriados e submetido a extragdo do material gené-
tico, para diagnostico molecular, ou segue diretamente
para isolamento em cultura celular.

Recentemente, Hamaza et al. (2009), comparando
varios métodos de eluicdo, demonstraram que a elui-
¢do das membranas com glicina e extrato de carne ndo
apresenta grande eficiéncia quando em associacdo com
a precipitacdo com PEG. A concentragdo com PEG
possui a vantagem de obter precipitacdo em pH neutro
ou em altas concentragdes idnicas, bem como na au-
séncia de compostos idnicos (Lewis & Metcalf, 1988).
Por outro lado, a precipitagdo com PEG pode ndo ser
muito eficiente para algumas amostras ambientais, pois
pode ocasionar concomitante concentra¢do de inibido-
res da PCR (acidos humicos, compostos fenolicos, etc.)
(Schvoerer et al. 2000). Alguns métodos secundarios de
concentracdo também podem ser utilizados para pro-
mover uma purificacdo ou mesmo re-concentragdo das
amostras, diminuindo a concentragdo de contaminantes
organicos e inorganicos.

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

DETECCAO, ENUMERACAO
E IDENTIFICACAO VIRAL
Culturas celulares

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

Reacdo em cadeia da polimerase e variagoes

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

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

As Nested-PCRs apresentam maior nivel de sensi-
bilidade, em comparagdo com as PCRs, permitindo a
deteccdo de um menor nimero de particulas virais nas

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

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

Outro método molecular utilizado para detec¢ao viral
em amostras hidricas ¢ a PCR quantitativa em tempo
real (Q-PCR/gPCR - Real time PCR) (Bofill-Mas et al.
2006, Xagoraraki et al. 2007, Haramoto et al. 2007a). E
uma variacdo da PCR pela utilizacdo de compostos flu-
orescentes (fluor6foros) que, simultaneamente amplifi-
ca, quantifica e analisa a expressdo génica (He & Jiang
2005). Os compostos fluorescentes mais utilizados para
deteccgdo de virus em dgua por qPCR s@o o SYBR Green
e a TagMan.

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

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

A realizag¢do de um segundo ensaio de PCR aumenta
a sensibilidade e especificidade das rea¢des de detecgdo
de AdVs em aguas poluidas (Castignolles et al. 1998)
e esse fato ¢ inegavel. Esse dado ¢ corroborado por es-
tudos realizados por Puig et al. (1994) e Vantarakis &
Papapetropoulou (1999) em que, respectivamente, 11
e 9 amostras ambientais foram negativas na primeira
PCR e confirmadas positivamente apds segunda PCR
(Nested-PCR). Mas ha divergéncias na comparagdo do
Nested-PCR com o qPCR. Estudo realizado por Noble
et al. (2003) demonstra que Nested-PCR ¢ mais sensi-
vel do que qPCR na detec¢do de adenovirus. Por outro
lado, Jiang et al. (2005), assim como Romanova et al.
(2009), demonstraram que a qPCR foi mais sensivel
para a deteccdo de adenovirus em aguas ambientais.
Beuret et al. (2004), detectando norovirus e enterovi-
rus, demonstraram que RT-Real time PCR apresentou
um aumento de sensibilidade de uma a duas ordens de
magnitude, respectivamente, quando comparada com
o protocolo RT-PCR. O mesmo foi observado por De
Paula et al. (2007), em que qPCR detectou virus da he-
patite A (HAV) em 92% das amostras, comparado com
23% quando utilizado o ensaio de RT-PCR. Isso pos-
sivelmente ocorreu porque a qPCR € menos sensivel
aos inibidores enzimaticos, quando comparada com a
PCR qualitativa. Além disso, para a detec¢do de HAV, a
gPCR mostra-se mais eficiente pois combina a amplifi-
cacdo da PCR com o uso de sondas internas (7TagMan)
para confirmar a especificidade do amplicon (Mackay
2004). Ensaio qPCR baseado no uso de sondas 7TagMan
¢ uma das técnicas mais confiaveis para avaliar a abun-
dancia de sorotipos de AdVs na agua, pois oferece alta
sensibilidade e baixa possibilidade de contaminagdo
cruzada (Haramoto ef al. 2007). Dessa forma, ¢ noto-
rio o aumento no uso da qPCR para o monitoramento
microbiologico ambiental e alimentar (Girones et al.
2010).

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

confirmar especificidade de amostras positivas por vi-
sualizagdo de bandas em gel agarose, mesmo apds uma
segunda PCR, ndo ¢ suficiente para a analise virologica
de amostras ambientais (Silva et al. 2010a). Isso porque
os microrganismos de forma geral sdo mais suscepti-
veis quando em meio ambiente as mudangas em sua
constituicdo genética, podendo induzir ndo somente a
casos de falso-negativo, mas também de falso-positivo.
Desta forma, o sequenciamento de nucleotideos vem
sendo empregado para agregar maior especificidade as
amostras positivas. Nesse quesito, a PCR quantitativa
pode conseguir mais sucesso, pois juntamente com 0s
primers forward e reverse, pode-se empregar uma son-
da interna, agregando maior especificidade ao teste.

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

A PCR e suas variagdes € o método mais empregado
para detectar 4cidos nucléicos virais em amostras am-
bientais, mas outros métodos estdo disponiveis como,
por exemplo, 0 NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based
Amplification - amplificagcdo de acidos nucléicos base-
ada em sequéncia). O NASBA ¢é um método utilizado
para amplificar RNA de outras copias de RNA ou DNA
em temperatura Unica, sendo mais comumente empre-
gado para amplificar RNA (Goodwin & Litaker, 2008).

Citometria de fluxo

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

As limita¢des no uso da citometria de fluxo em viro-
logia ambiental estdo relacionadas a pequena dimensao
e reduzido contetdo das moléculas estruturais dos vi-
rus, especialmente DNA e RNA. Apesar dos corantes
celulares atualmente utilizados serem bem conhecidos
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e aplicados na marcacgdo de células animais, as intera-
¢Oes com as células virais sdo pouco conhecidas (Vives-
-Rego et al. 2000). Embora o método seja promissor no
campo da virologia ambiental e haver trabalhos correla-
tos (Barardi et al. 1998, Nebe-Von-Caron et al. 2000),
esses ainda s3o incipientes e isso se deve sobretudo por-
que o aparelho possui um custo elevado e a metodologia
exige pessoal altamente qualificado (Vives-Rego et al.
2000), o que pode inviabilizar seu uso.
Alternativamente a citometria de fluxo, alguns estu-
dos indicam a utilizacdo do Luminex em trabalhos de
microbiologia ambiental (Spiro & Lowe 2002, Peters
et al. 2007). O Luminex ¢ um pequeno citdmetro de
fluxo com o propdsito de detectar microesferas interna-
mente coradas com uma composi¢do de fluorocromos
vermelho e infravermelho (Peters et al. 2007). Dentro
do analisador Luminex, um laser excita os corantes in-
ternos das microesferas ¢ outro laser indica a faixa de

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

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

CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os o6rgdos incumbidos de monitorar a qualidade da
agua devem ter ciéncia de que as bactérias do grupo
dos coliformes, usualmente empregadas para monito-
rar a qualidade microbiologica da dgua, ndo atestam a
qualidade virologica desta. Quando muito, estes testes
podem prover algum nivel de indicagdo de virus enté-

Figura 1. Fluxograma demonstrativo da sequéncia de eventos necessarios para se realizar o diagnostico virologico em amostras de agua.

R. bras. Bioci., Porto Alegre, v. 9, n. 3, p. 405-415, jul./set. 2011



412 Silva et al.

ricos quando a fonte de contaminagdo ¢ sumariamente
de origem humana (Jurzik et al. 2010), o que ¢ uma
medida totalmente subjetiva.

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

Assim, em alguns paises da Europa e no Japao, o
monitoramento de virus em aguas ja ¢ uma realidade
mas, como exposto acima, constata-se a falta de um
método padrdo para diagnostica-los. Possivelmente ndo
ira ocorrer para um Unico tipo de amostra hidrica, pois
as taxas de recuperagdo viral para os varios tipos de
aguas (aguas tratadas, efluentes, aguas de rios, dentre
outras) ndo ¢ similar, e a adsor¢do dos virus as mem-
branas polarizadas pode ser influenciada por sais, ca-
tions multivalentes, condigdes acidas (Haramoto et al.
2005, 2006), e compostos organicos diversos, que exi-
gem metodologias diferenciadas. Portanto, um mesmo
método pode ser mais ou menos sensivel do que outro
para amostras diferenciadas. Ademais, a sensibilidade
e mesmo a especificidade sdo seriamente influenciadas
pelos mecanismos de elui¢do, métodos secundarios de
concentragdo e purificacdo, assim como pela técnica de
detecgdo, e mesmo pelo agente viral a ser diagnostica-
do.

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

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

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

Mais recentemente, Silva et al. (2010b) realizaram
uma metanalise avaliando a eficicia do uso de trés me-
todologias de concentragdo viral associadas a detecgio
molecular de AdVs em amostras de 4guas ndo tratadas.
Ao todo foram selecionados 33 estudos e concluiu-se
que: a) PCR ndo deve ser o método de escolha para
detectar AdVs em amostras ambientais, devendo-se
priorizar qPCR ou Nested-PCR; b) para detectar AdVs
em amostras de rios ou lagos a metodologia de esco-
lha deve ser uma associacdo entre ultracentrifugagio e
Nested-PCR; ¢) ¢ aconselhavel utilizar associa¢do en-
tre microfiltragdo em membrana, ultrafiltracdo e qPCR
para detectar AdVs em amostras de esgotos tratados ¢
ndo tratados.

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

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

Atualmente, existe uma gama de trabalhos na area,
e espera-se que em um futuro proximo o diagnostico
virologico da qualidade da dgua seja incorporado aos
testes rotineiros de qualidade da mesma. Além disso,
a detecgdo destes patdgenos permitird uma melhor de-
finicdo das politicas de saude publica e de saneamento
publico, uma vez que as doengas virais de veiculagdo
hidrica, e até outras de rotas desconhecidas poderdo
ser identificadas e melhor estudas em um contesto eco-
-epidemiologico.
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