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RESUMO: (Presenga de particulas virais infecciosas em amostras de agua de diferentes tipos e localidades do Rio Grande
do Sul, Brasil). Os parametros de potabilidade da dgua atualmente baseiam-se apenas na andlise de bactérias; porém a ausén-
cia de coliformes ndo exclui a contaminagdo viral. Virus entéricos podem resistir aos métodos convencionais de tratamento
de agua e esgoto, devido a suas caracteristicas de estabilidade fisico-quimica. Apesar de laboriosa ¢ demorada, a analise
virologica por isolamento em cultivo celular permite avaliar a viabilidade das particulas virais presentes, aspecto vantajoso
quando comparado a técnicas de biologia molecular. Sessenta e quatro amostras de agua superficial e de torneira de diversas
localidades do Rio Grande do Sul foram coletadas e inoculadas em microplacas de 24 pogos, contendo células da linhagem
CER. As microplacas foram armazenadas em estufa 37°C, 5% de CO, por sete dias, sendo observadas diariamente para pos-
sivel deteccdo de efeito citopatico (ECP) em microscopio invertido. Foi observado ECP condizente com presenga viral em
12 (21,8%) das 55 amostras analisadas, com maior prevaléncia em aguas de torneira, indicando a necessidade de revisar a
legislag@o vigente sobre potabilidade da agua.

Palavras-chave: isolamento viral, analise virologica da agua, linhagem celular CER.

ABSTRACT: (The presence of infectious viral particles in water samples of different types and locations of Rio Grande do
Sul, Brazil). The parameters for drinking water currently are based only on the analysis of bacteria; nevertheless the absence
of coliforms does not exclude viral contamination. Enteric viruses may resist conventional water and sewage treatment me-
thods, due to its physical and chemical stability. Although laborious and time consuming, analysis by viral isolation in cell
culture allows to evaluate the viability of viral particles, advantageous feature when compared to molecular biology techni-
ques. Sixty-four water samples from surface and tap water from various Rio Grande do Sul’s locations were collected and
inoculated into 24-well microplates containing CER cell line cells. The microplates were stored in 37°C oven, 5% CO, for
seven days and observed daily for possible detection of cytopathic effect (CPE) in inverted microscope. CPE consistent with
viral presence was observed in 12 (21.8%) of 55 samples, with higher prevalence in tap water, indicating the need to revise
our current legislation on drinking water.
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INTRODUCAO Griffin et al. 2008). Embora a utilizagdo de coliformes
como marcadores de poluicdo fecal permaneca como
uma bioindicacdo cldssica da presenca de contamina-
¢do fecal da agua, ¢ latente a necessidade da utilizacao
de indicadores complementares, sendo os virus entéri-
cos excelentes candidatos (Tavares er al. 2005, Fong
& Lipp 2005). Dentre os principais virus entéricos que
vem sendo estudados como marcadores de contamina-
¢do estdo os Adenovirus (AdV), Enterovirus (EV), Ro-
tavirus (RV), o virus da Hepatite A (HAV) e os Norovi-

No Brasil, os pardmetros microbiologicos de pota-
bilidade da agua seguem a Portaria MS n°518/2004,
segundo a qual a conformidade se estabelece por va-
lores maximos permitidos (VMP) pré-determinados de
coliformes totais e fecais (Ministério da Saude 2004). A
referida portaria apenas sugere que virus sejam monito-
rados, mas nao define parametros ou metodologias apli-
caveis. Virus entéricos podem constituir indicadores
microbioldgicos de contaminagao fecal por diversas ca-

racteristicas. Parasitas intracelulares obrigatorios e, em
sua maioria, ndo envelopados, tais virus ndo se replicam
fora do organismo hospedeiro, tém elevada resisténcia
a degradacdo ambiental, alteragdes de pH e temperatu-
ra, além de resisténcia aos métodos convencionais de
tratamento de dgua e esgoto (Rose ef al. 1991, Gerba
et al. 2002, Ley et al. 2002, Sobsey & Meschke 2003,
Bofill-Mas et al. 2006, Bosch et al. 2006, Jiang et al.
2007, Griffin et al. 2008). Varios estudos apontam que
a auséncia de coliformes fecais ndo exclui a contami-
nacao viral (Teixeira & Leal 2002, Tavares et al. 2005,

rus (NoV).

A analise virologica da agua pode ser realizada tanto
pelo isolamento em cultivo celular quanto por métodos
moleculares. O isolamento ¢ laborioso e métodos com-
plementares sdo necessarios para identificar os agentes
virais envolvidos. Os métodos moleculares, em especial
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), permitem
uma maior sensibilidade e rapida determinagéo da espé-
cie viral. Todavia, a inoculagdo em cultivos de células
in vitro tem uma inequivoca vantagem em comparagao
a PCR, qual seja permitir avaliar a viabilidade das parti-
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culas virais presentes nas amostras e deste modo fornece
uma melhor visdo do risco envolvido no consumo e no
descarte desta dgua ao ambiente (Reynolds et al.1996,
Spinner & Di Giovanni 2001, Cho & Lee 2002).

O presente estudo foi realizado com o intuito de ana-
lisar a presenca e viabilidade de particulas virais em
amostras de agua superficial e de torneira, coletadas de
diversas localidades do RS, por meio de inoculagdo em
cultivos celulares da linhagem CER (Chicken embryo
related). A linhagem celular continua CER foi escolhida
para o estudo, por se tratar de uma linhagem susceti-
vel a uma grande variedade de agentes virais, incluindo
o virus da Raiva, virus da doenca de Gumboro, virus
da Bronquite infecciosa das galinhas, Virus respirato-
rio sincicial bovino, Metapneumovirus aviario, dentre
outros (El Karamany et al. 1979, Sinibaldi et al. 1990,
Arns & Hafez 1995, Dani et al. 1999, Simoni et al.
1999, Cardoso et al. 2000, Ferreira et al. 2003, Cardoso
et al. 2004, Spilki et al. 2005, Coswig et al. 2010). A
CER ¢ classificada como uma linhagem hibrida, deri-
vada de fibroblastos embrionarios de frango e células
de rim de hamster (BHK-21). Apesar do nome, a maior
parte das caracteristicas desta linhagem foi adquirida a
partir das células de hamster (Urmanova et al. 1989,
Urmanova & Tsareva 1996a,b,c).

Neste trabalho objetivou-se uma busca de particulas
virais infecciosas em agua coletada no Rio Grande do
Sul (RS), de forma irrespectiva a uma unica espécie
viral, como forma de averiguar se ha virus viavel em
amostras de agua do estado e subsidiar estudos futuros
sobre virologia ambiental. Todas as amostras haviam
sido previamente analisadas para a presenga de geno-
mas virais de enterovirus (EV) e adenovirus (AdV) por
reacdo em cadeia da polimerase.

MATERIAIS E METODOS

Ao todo, 64 amostras de 500 mL de agua foram as-
septicamente coletadas de diversas fontes, nos muni-
cipios de Porto Alegre (22 amostras, agua superficial,
Arroio Diluvio e Estagdo de Tratamento de Esgoto Sao
Jodo-Navegantes), Osorio (4 amostras, agua superfi-
cial, Lagoa Peixoto ¢ Rio Maquiné), Tenente Portela
(15 amostras, agua superficial, arroios de areas rurais
do municipio), Santa Cruz do Sul (7 amostras, agua
de torneira) e Pelotas (16 amostras, dgua de torneira).
As amostras foram concentradas por um protocolo de
adsor¢do-eluicdo modificado de Katayama et al. (2002).
Brevemente, 600 mg de MgCl, hexahidratado foram
adicionados a cada amostra, cujo pH foi ajustado para
cinco com solugdes de NaOH e HCI 10%. Em seguida,
as amostras foram filtradas através de uma membrana
de ésteres de celulose HA com poros de 0,45 um e 47
mm de diametro (Millipore). Ap6s a eluicdo de 87,5 mL
de H,SO, 0,5 mM, 2,5 mL de NaOH 1 mM foram fil-
trados pela membrana. O filtrado final foi neutralizado
com 12,5 pL de H,SO, 50 mM e 12,5 uL de tampdo
TE (Tris EDTA) 100 vezes concentrado. O eluido re-

sultante da concentracdo foi aliquotado e armazenado
no banco de amostras do Laboratorio de Microbiologia
Molecular (LMM) da Universidade Feevale, a -80 °C.

Os cultivos de células da linhagem CER foram man-
tidos em frascos de cultivo de 25 ¢cm? em sistema fe-
chado, com Meio Essencial Minimo Eagle (E-MEM;
Cultilab, Campinas, SP) em estufa 37 °C, acrescido de
Soro Fetal Bovino a 10% (SFB, Nutricell, Campinas,
SP). Para a analise da viabilidade viral, as células fo-
ram transferidas para microplacas de 24 pocos, 1 mL
por poco, contendo aproximadamente 3x10° células da
linhagem CER, Soro Fetal Bovino 10% (SFB) e antibi-
oticos. Apds 24 horas, 100 pL de cada amostra foram
adicionados, em quadruplicata, ¢ deixados para adsor-
¢do por uma hora em estufa 37 °C, com movimentagao
das placas a cada 15 minutos. Por fim, ImL de E-MEM
sem adicdo de SFB foi adicionado em cada pogo. As
microplacas, mantidas em sistema semi-aberto, foram
armazenadas em estuda a 37 °C e 5% de CO,. As placas
permaneceram sob estas condi¢des por sete dias con-
secutivos. Durante esse periodo, foram avaliadas dia-
riamente em microscopio invertido (Zeiss Axiovert 40
CFL) para a presenca de efeito citopatico (ECP) condi-
zente com presenca de virus. Cada amostra foi subme-
tida a trés passagens celulares, de modo a aumentar a
titulagdo viral e possibilidade do isolamento viral (Lee
& Jeong 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 64 amostras analisadas, foi observado ECP
condizente com a presenca de virus em 14 amostras
(21,8%). Dentre as 22 amostras de Porto Alegre, qua-
tro (18,1%) apresentaram ECP; das quatro amostras de
Osorio, uma (25%) apresentou ECP; das 15 amostras de
Tenente Portela, cinco (33,3%) apresentaram ECP; das
sete amostras de Santa Cruz do Sul, nao foi evidenciado
ECP em nenhuma amostra; das 16 amostras de Pelotas,
quatro (25%) apresentaram ECP. A presenca de ECP foi
observada com maior frequéncia em amostras de agua
de propriedades rurais.

Quando comparados com dados de PCR convencio-
nal prévia as tentativas de isolamento, buscando geno-
mas de EV e AdV realizados nas mesmas amostras, 14
das 55 amostras analisadas para este agente (25,4%)
amostras apresentaram resultado positivo para EV e 19
(34,5%) para AdV. Na amostra para a qual foi detecta-
do ECP em 4gua do Arroio Diluvio, a PCR atestou a
presenca de genoma de EV. Todavia, genomas de EV
foram detectados em 11 das 13 amostras do Arroio e
AdV em uma amostra deste curso d’agua.

Dentre as amostras coletadas na estagdo de trata-
mento de esgoto (ETE) Sdo Jodo, Porto Alegre, resul-
taram duas amostras positivas para ECP, sendo uma em
afluente, outra em efluente, Porto Alegre, a primeira
além do ECP foi positiva para genoma de EV. Por outro
lado, a amostra de efluente positiva para ECP nao teve
resultado positivo na PCR, e o efeito encontrado nas
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células deve ser devido a outra espécie viral. Ainda so-
bre as amostras desta estagdo de tratamento de esgoto,
outras cinco amostras apresentavam genomas de EV e/
ou AdV, mas ndo foi possivel detectar particulas virais
viaveis nestas amostras.

Foram também analisadas quatro amostras de agua
superficial coletadas no litoral norte, municipio de Oso-
rio na Lagoa Peixoto e Rio Maquiné. Das quatro amos-
tras, apesar de negativas para presenca de genomas de
EV e AdV, foi possivel observar ECP em 1 amostra,
provavelmente relacionada a outra espécie viral.

Analisando amostras de ambiente rural, coletadas
em Tenente Portela, municipio do noroeste do RS, foi
possivel evidenciar ECP em cinco (5) das 15 amostras
analisadas. Trés destas amostras ndo tiveram o genoma
viral identificado. Foi identificado genoma de EV em
uma amostra. Em outra amostra, havia presenga simul-
tanea de genomas de EV e AdV.

Dentre as 15 amostras de dgua de torneira coletadas
em Santa Cruz e Pelotas, foi possivel detectar ECP a
partir de trés amostras e os resultados para PCR destas
amostras para EV e AdV resultaram negativos. Neste
grupo especifico de amostras, foi feito ainda o reexame
destas amostras para a presen¢a de genomas de um ter-
ceiro grupo viral (rotavirus, RV) revelou a presenga de
genomas de RV em uma delas.

Embora os resultados do isolamento em cultivo ce-
lular possam subestimar a quantidade de amostras de
agua contaminadas, uma vez que alguns virus entéricos,
como os Norovirus, ndo podem ou sdo dificeis de serem
cultivados, ou ndo produzem ECP durante seu ciclo de
replicacdo, tais achados sdo mais fidedignos em carac-
terizar o risco associado ao uso destas aguas. Outros
virus, ainda que possam ser cultivados, podem também
exigir tempos de manutencdo mais longos para o iso-
lamento, como ¢ o caso dos AdV entéricos dos tipos
40 e 41 (Chapron et al. 2000). Assim, tais diferencas
nos resultados entre o isolamento viral e a PCR podem
ocorrer, uma vez que particulas virais inativadas por luz
ultravioleta, calor ou hipoclorito podem gerar resulta-
dos positivos quando analisados por PCR, ainda que
possam nao serem particulas virais viaveis (Blackmer
et al. 2000, Gerba et al. 2002, Nuanualsuwan & Cli-
ver 2002). A despeito das andlises de caracterizacdo dos
virus encontrados nestas amostras, que obviamente se
fazem necessarias, ¢ importante notar que, independen-
temente dos virus encontrados, pode-se afirmar que ha
sim a possibilidade de encontrar-se particulas virais in-
fecciosas em amostras de dgua no estado do RS, inclu-
sive com expressiva quantidade em amostras destinadas
ao consumo (torneira).

A presenca de particulas virais infecciosas nessas
amostras ¢ a maior prevaléncia em aguas superficiais
indicam a necessidade de uma legislacdo que normati-
ze também sobre a pesquisa de virus entéricos na agua
potavel. Além do beneficio para o ambiente e salde,
esforgos nessa area, também trardo beneficios economi-
cos, uma vez que os custos de tratamento das doengas

causadas por tais patégenos sdo superiores ao custo de
prevengdo das mesmas (WHO 2008).

Também seria recomendavel um manejo adequado
dos dejetos e residuos organicos, uma vez que apenas
uma minoria do esgoto produzido recebe tratamento.
Assim como € necessario um programa de saneamento
ambiental que englobe, principalmente, populagdes ca-
rentes e/ou rurais, uma vez que estas sao as mais atingi-
das por este problema (WHO 2008).

Apesar de nenhuma linhagem celular poder ser usada
para todos os virus entéricos possiveis, neste trabalho
foi possivel alcancar um volume razoavel de sucesso
utilizando uma unica linhagem que é comprovadamente
sensivel a inimeros agentes virais. Apesar de o proprio
cultivo celular ser uma técnica laboriosa que pode to-
mar alguns dias ou semanas, ainda assim, o isolamento
viral em cultivo celular ¢ mais informativo sobre o risco
associado a contaminacdo da dgua por virus por permi-
tir verificar a viabilidade das particulas virais.
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