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Resumo 
 

A utilização e a manutenção dos recursos hídricos são temas que 

apresentam uma importância crescente nas discussões mundiais, devido à 

preocupação com a futura escassez de água dentro dos padrões de qualidade 

aceitáveis para o consumo. Entre os maiores problemas na utilização da água, 

destaca-se a sua poluição por resíduos biológicos e químicos, tornando as águas 

contaminadas um importante meio de transmissão de várias doenças, entre estas, 

as gastroenterites de etiologia viral. Este estudo teve como objetivo implementar e 

analisar uma metodologia para concentração de astrovirus humano (HAstV) em 

águas ambientais, associada a métodos moleculares de detecção, caracterização 

e quantificação. Foi realizado um estudo experimental com amostras de diferentes 

matrizes aquáticas, incluindo água de rio, mar, consumo e esgoto (efluente e 

afluente) para avaliação da metodologia empregada e dois estudos de campo com 

um total de 100 amostras ambientais (48 provenientes de uma Estação de 

Tratamento de Esgoto [ETE] e 52 de água de rio). Foi utilizado o método de 

concentração por adsorção/eluição com membrana carregada negativamente 

seguido de ultrafiltração associada à detecção por reação em cadeia pela 

polimerase precedida da transcrição reversa (RT-PCR) e a quantificação pela 

PCR em tempo real quantitativa (qPCR). A caracterização molecular do vírus 

detectado foi realizada por sequenciamento parcial do genoma da segunda fase 

aberta de leitura. Experimentalmente, a taxa de recuperação variou de 2,4% a 

65% entre os diferentes tipos de amostras de água. No estudo de campo, foram 

detectados 16% de HAstV no total de amostras ambientais, 17,3% em amostras 

de águas de igarapés e 16,7% na ETE. Uma amostra de rio foi caracterizada 

como HAstV-1. O método de qPCR apresentou sensibilidade de 18 cópias/reação 

e a análise comparativa dos resultados obtidos demonstrou uma baixa detecção 

(2%) quando comparada à RT-PCR (15%). A associação dos métodos utilizados 

evidenciaram a presença de HAstV em águas ambientais, sendo uma importante 

ferramenta para avaliação da qualidade de águas, da eficiência na remoção de 

partículas virais em diferentes métodos de tratamento de água e para 

esclarecimento da epidemiologia de surtos de HAstV de veiculação hídrica. 
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Abstract 
 

The use and maintenance of water resources are issues that present 

increasing significance in world debates, due to concern with the future scarcity of 

water acceptable for consuming according to quality standards. Among the major 

problems of water use, the more important is the pollution by biological and 

chemical wastes, which makes contaminated water a significant transmission route 

of several diseases, as gastroenteritis of viral etiology. This study aimed to 

implement and analyze a methodology for human astrovirus (HAstV) concentration 

from environmental waters, associated with molecular methods of detection, 

characterization and quantification. An experimental research was performed with 

different aquatic sources samples, including river water, seawater, potable water 

and sewage (inflow and outflow) to evaluate the methodology used, and two field’s 

research with a total of 100 environmental samples (48 from a Sewage Treatment 

Plant [STP] and 52 from river water). A method of concentration by 

adsorption/elution into an electronegative membrane followed by ultrafiltration 

combined to reverse transcriptase – polymerase chain reaction (RT-PCR) and real 

time PCR (qPCR) quantification was utilized. The molecular characterization of the 

detected virus was performed by genome partial sequencing of the second open 

reading frame (ORF-2). Experimentally, the recovery rate ranged from 2.4% to 

65% among the different matrices of water samples. In field research, 16% of 

HAstV were detected of the total environmental samples, 17,3% from river water 

samples, and 16,7% from STP. One river water sample was characterized as 

HAstV-1. The qPCR method exhibited an 18 copies/reaction sensibility and the 

comparative analysis of the results showed a low detection (2%) in comparison 

with RT-PCR (15%). The association of the methods used proved the presence of 

HAstV in environmental waters, being an important tool for water quality 

assessment, for viral particle removal efficiency assessment in different treatment 

water methods and to elucidate the epidemiology HAstV waterborne outbreaks.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

A escassez dos recursos hídricos e a poluição ambiental têm colocado a 

cada dia mais, a questão do uso e da gestão da água no centro dos interesses em 

todo o mundo. Estima-se que 1,1 bilhão (18%) do total mundial de pessoas, 

continuem sem acesso a água potável e que 2,6 bilhões (42%) não disponham de 

tratamento de água (UNITED NATIONS, 2006). Segundo o Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística (IBGE), 2006, o Brasil possui 168.870m3/s de recursos 

hídricos superficiais, o que representa 50% do total de recursos da América do Sul 

e 11% dos recursos mundiais. Por possuírem imensas reservas de água doce, a 

população e o governo brasileiros têm uma grande responsabilidade na 

preservação da qualidade de sua água o que requer ações que possam combinar 

desenvolvimento e preservação ambiental.  

Dentre os maiores problemas na utilização da água, se destacam a sua 

poluição por resíduos biológicos e químicos, considerando o crescimento 

populacional e o aumento do seu uso pelas indústrias. Águas contaminadas são 

um importante meio de transmissão de várias doenças, sendo o despejo de 

esgoto sem tratamento o mais freqüente fator de contaminação. Doenças 

veiculadas pela água estão entre uma das causas comuns de morte no mundo e 

afetam especialmente países em desenvolvimento. Estima-se que cerca de 25% 

dos leitos hospitalares no mundo sejam ocupados por pacientes com doenças 

transmitidas por veiculação hídrica (STRAUB & CHANDLER, 2003). Surtos de 

doenças virais entéricas de veiculação hídrica têm sido descritos em muitos 

países e a lista de microorganismos potencialmente patogênicos continua 

aumentando (LECLERC et al., 2002; STRAUB & CHANDLER, 2003).  

Entre essas doenças a gastroenterite se destaca como um problema 

mundial de saúde pública, com 1,5 bilhão de casos ocorrendo anualmente, 

afetando comumente crianças abaixo de cinco anos de idade, principalmente em 

países em desenvolvimento, causando 1,8 milhões de óbitos por ano (BRYCE et 

al., 2005).  
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Embora, dados recentes da Organização Mundial da Saúde (OMS) 

demonstrem que a mortalidade devido às gastroenterites esteja diminuindo, a 

morbidade permaneceu estável nas últimas quatro décadas (KOSEK et al., 2003).  

No Brasil, foram notificados em 2004 mais de dois milhões de casos de 

diarréia, afetando principalmente as regiões Nordeste e Sudeste do país e 

crianças menores de cinco anos de idade. A magnitude das doenças diarréicas 

agudas nessa faixa etária pode ser demonstrada pela quantidade de recursos 

destinados ao pagamento de internações hospitalares por esses agravos, que no 

período de 1995 a 2004 somaram mais de 173 bilhões de reais (BRASIL, 2006).  

 
1.1 Histórico da Legislação Sanitária Relacionada aos Recursos Hídricos 

 
Desde a antiguidade a humanidade demonstra preocupações e atitudes em 

relação à manutenção e validação da qualidade de vários ambientes, serviços e 

produtos, entre eles a água.  Sendo a água um recurso natural indispensável à 

vida, sua necessidade e uso perpassam por toda a história da humanidade. Sua 

circulação promove o fluxo de tudo que possa vir a ser adicionado à ela, inclusive 

organismos patogênicos.  

Os problemas sanitários sempre estiveram presentes no Brasil e ainda no 

período monárquico foi editado o Código de Posturas (1832) que apresentava 

normas sanitárias para diversos produtos e serviços, inclusive águas 

contaminadas e doenças infecto-contagiosas. O quadro sanitário negativo 

atravessou todo o Império, chegando à República. No fim do século XIX, os 

estados dispunham do Código Sanitário e, posteriormente, foi editado o Código 

Sanitário Federal (1923) existindo a preocupação com o controle da água e do 

esgoto. Na década de 1920, com a aceleração do processo de urbanização e 

industrialização, a saúde pública começou a ser vista como uma questão social 

devido à importância das doenças de massa. Criou-se então o Departamento 

Nacional de Saúde Pública e foi editado o Regulamento Sanitário Federal. A 

atenção para a análise de águas minerais e águas de abastecimento mostrava-se 

presente (COSTA & ROZENFELD, 2000). 
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Na época do Estado Novo (1930-1945) a edição de normas concentrou-se 

principalmente no campo dos medicamentos, soros e vacinas, mas também 

surgiram decretos em outras áreas, como o Código de Águas Minerais (1934).  

Neste período foi criado o Serviço Nacional de Fiscalização da Medicina (SNFM) 

através do Decreto nº3.171/41. O Serviço de Saúde dos Portos e o Serviço 

Federal de Águas e Esgotos, que já existiam na época da criação do SNFM, se 

mantiveram como órgãos separados (COSTA & ROZENFELD, 2000).  

Em 1953 foi criado o Ministério da Saúde (Lei nº1920/53), que manteve em 

sua estrutura o Serviço de Saúde dos Portos. No ano seguinte criou-se o 

Laboratório Central de Controle de Drogas e Medicamentos (LCCDM) e, em 1961, 

foi incorporada a área de alimentos (LCCDMA). Após 1964, o campo de ação de 

Vigilância Sanitária aumentou e incorporou novos objetos e práticas de controle, 

acompanhando o crescimento da produção e do consumo de produtos e serviços 

de interesse sanitário. Consolidou-se o conceito de vigilância no controle de 

doenças transmissíveis e o termo Vigilância Sanitária passou a denominar o 

conjunto de ações nas áreas de portos e fronteiras. Nos anos 70, o termo 

Vigilância Sanitária se ampliou e passou a abranger também o controle sanitário 

de produtos e serviços de interesse da saúde. A partir de 1974 ocorreram várias 

reformas no setor da saúde e a criação da Lei da Vigilância Sanitária (Lei 6360/76) 

e a Lei das Infrações Sanitárias (lei 6437/77), válida até os dias de hoje. A década 

de 1980 foi caracterizada pela retomada ao exercício da cidadania e a 

redemocratização da sociedade brasileira, o que resultou na criação de 

legislações como a Lei 7374/85, que disciplina a ação civil pública de 

responsabilidade por danos ao meio ambiente e ao consumidor, a Política 

Nacional do Meio Ambiente (Lei 6938/81) e a nova Constituição Federal da 

Republica do Brasil (1988) (COSTA & ROZENFELD, 2000). 

 Em 19 de setembro de 1990 foi editada a Lei nº 8080 - Lei Orgânica da 

Saúde (BRASIL, 1990) – que define Vigilância Sanitária como “um conjunto de 

ações capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos à saúde e de intervir nos 

problemas sanitários decorrentes do meio ambiente, da produção e circulação de 

bens e da prestação de serviços de interesse da saúde”. Em 1992 com a 
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Conferência do Rio (ECO-92), as questões ambientais ganharam mais destaque, 

com a Agenda 21 e a Carta da Terra. Em 8 de janeiro de 1997, foi criada a Lei 

9433 (BRASIL, 1997) que institui a Política Nacional de Recursos Hídricos (PNRH) 

e cria o Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Hídricos (SNGRH). A 

PNRH visa assegurar para a atual e as futuras gerações a disponibilidade e a 

qualidade da água, a utilização racional e integrada dos recursos hídricos e a 

prevenção e defesa contra eventos hidrológicos críticos de origem natural ou 

decorrente do uso inadequado dos recursos naturais. A água é definida como um 

“recurso natural, limitado, dotado de valor econômico, bem de domínio público 

com gestão descentralizada e visando sempre proporcionar o uso múltiplo das 

águas”. 

A Agência Nacional de Águas (ANA) foi criada através da Lei nº 9984 

(BRASIL, 2000), de 17 de julho de 2000, que a definiu como “entidade federal de 

implementação da PNRH, integrante do SNGRH, estabelecendo regras para a sua 

atuação, estrutura administrativa e suas fontes de recurso”. Neste mesmo ano foi 

editada a Resolução CONAMA nº 274 (BRASIL, 2001) que estabelece a 

classificação das águas em doces, salobras e salinas, instrumentos para avaliar a 

evolução da qualidade das águas e condições de balneabilidade indicando como 

parâmetro microbiológico o valor de até 2500 Coliformes Totais/100mL ou 2000 

Coliformes Fecais/100mL ou 400 enterococos/100mL. 

No dia 25 de março de 2004 foi editada a Portaria nº 518 (BRASIL, 2004) 

que estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e 

vigilância da qualidade da água para consumo humano e seu padrão de 

potabilidade. A norma define como padrão microbiológico de potabilidade da água 

para consumo humano a ausência de Coliformes Totais e Escherichia coli ou 

coliformes termotolerantes em 100mL de água. Uma possível preocupação em 

relação à presença de vírus na água é demonstrada nesta mesma norma, no 

artigo 12, parágrafo 2º quando recomenda enfaticamente que “para a filtração 

rápida se estabeleça como meta a obtenção de efluente filtrado com valores de 

turbidez inferiores a 0,5 UT em 95% dos dados mensais e nunca superiores a 5,0 

unidades de turbidez (UT)” a fim de ”assegurar a adequada eficiência de remoção 
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de enterovírus, cistos de Giárdia sp e oocistos de Cryptosporidium sp.”. 

Recentemente, foi editada a Resolução CONAMA nº 357/05 (BRASIL, 2005) que 

dispõe sobre a classificação dos corpos d’água e diretrizes ambientais para seu 

enquadramento, bem como estabelece as condições e padrões de lançamentos 

de efluentes.  

O provimento e o descarte de água em qualidade adequada é medida 

básica de promoção à saúde e prevenção de doenças. A crescente edição de 

normas que se referem a utilização e proteção dos recursos hídricos existentes 

em nosso país demonstram a preocupação com a importância desse assunto. O 

tema abordado nesse projeto de estudo insere-se no âmbito da Vigilância 

Sanitária no intuito de diminuir, eliminar e prevenir problemas sanitários e agravos 

à saúde decorrentes da contaminação do meio ambiente com dejetos sanitários, a 

fim de estabelecer melhores marcadores de poluição ambiental, a vigilância 

epidemiológica de vírus no ambiente associando-os aos surtos de gastroenterites 

ou em uma possível prevenção desses surtos. 

 
1.2 Gastroenterite Aguda 

 

O termo gastroenterite inclui uma variedade de estados patológicos do trato 

gastrointestinal causados por agentes infecciosos que invadem a mucosa, cuja 

principal manifestação é a diarréia, com fezes aquosas ou de pouca consistência, 

que pode vir acompanhada por náusea, vômito, febre e dor abdominal; e em 

alguns casos há presença de muco e sangue. (WILHELMI et al., 2003; DISKIN, 

2004; BRASIL, 2006). 

Esses episódios são geralmente um processo auto-limitado de diarréia e 

vômito, com duração aproximada de 1 a 7 dias, sendo  os vírus importantes 

agentes etiológicos desta doença, principalmente em crianças. Do ponto de vista 

clínico, as gastroenterites agudas causadas por vírus não podem ser distinguidas 

daquelas causadas por bactérias (WILHELMI et al., 2003).  

As manifestações diarréicas apresentam variações clínicas das formas 

brandas até as mais graves e as complicações ocorrem devido ao desequilíbrio 

hidroeletrolítico, que leva a desidratação, e sendo este relacionado, com 
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freqüência, à assistência e tratamento instituídos de forma inadequada podendo, 

inclusive, causar o óbito, principalmente quando associados à desnutrição. Os 

episódios diarréicos repetidos podem ocasionar desnutrição crônica, com retardo 

do desenvolvimento estato-ponderal e, até mesmo, da evolução intelectual 

(BRASIL, 2006).  

No Brasil, apesar dos importantes avanços alcançados na prevenção e 

controle das doenças infecciosas, as doenças diarréicas agudas, continuam como 

um dos principais problemas de saúde pública e um grande desafio às autoridades 

sanitárias (BRASIL, 2006). 

                  
1.3 Virologia Ambiental 

 
Os primeiros estudos em virologia ambiental tiveram início na década de 

1940 com a tentativa de se detectar poliovírus pela inoculação de águas de esgoto 

em macacos. Esse estudo demonstrou que quando casos de paralisia eram 

prevalentes na comunidade, os poliovírus estavam presentes no esgoto 

(MELNICK, 1947).  

Na década de 1950, iniciou-se a pesquisa de vírus na água após a 

ocorrência de um surto de hepatite em Nova Delhi (Índia), ocasionado pela 

contaminação do sistema de tratamento da água por esgoto.  O tratamento da 

água com alumínio e cloro foi suficiente para evitar infecções bacterianas, no 

entanto, 30 mil casos de hepatite foram registrados neste período na população e 

o patógeno causador da epidemia foi identificado anos depois como o vírus da 

hepatite E (BOSCH, 1998).  

Em 1965 aconteceu a Primeira Conferência Internacional sobre 

“Transmissão dos vírus através de rotas aquáticas” em Cincinnnati, Ohio, Estados 

Unidos da América (EUA). Outras conferências também ocorreram nas décadas 

posteriores: “Vírus na água”, na Cidade do México (1974) e “Vírus entéricos na 

água”, em Israel (1982). Essas conferências discutiram a importância em se 

desenvolver métodos para detecção de baixas concentrações virais em ambientes 

aquáticos, assim como a manutenção dos vírus em águas com adequado 

parâmetro bacteriológico, a dose infectante e a persistência viral em águas para 
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reuso estabelecendo a importância de um padrão viral de qualidade. Com estas 

perspectivas, diferentes estudos foram desenvolvidos visando o estabelecimento 

de técnicas de concentração viral, a eficiência de remoção e o monitoramento de 

vírus entéricos em diferentes matrizes aquáticas, contribuindo para o 

desenvolvimento da virologia ambiental a partir da década de 1980 (METCALF et 

al., 1995).                   

Em todo o mundo, centenas de vírus entéricos são lançados no ambiente 

pelo despejo de esgotos, sem tratamento prévio, contaminando corpos d’água e 

mananciais. Uma vez presentes no ambiente, são altamente resistentes, podendo 

persistir por meses ou anos, mesmo em condições adversas. Estes vírus, 

responsáveis pela infecção do Homem e animais, são excretados em altas 

concentrações (105 – 1011/g fezes), podendo ser detectados em águas, mesmo 

após os processos de desinfecção e tratamento (GERBA et al., 2002; 

ABBASZADEGA, 2001).  

Existem várias rotas de exposição e contaminação a vírus entéricos 

podendo estes ser adquiridos, principalmente após o consumo de água ou de 

alimentos contaminados, incluindo os peixes e moluscos bivalves de ambientes 

marinhos contaminados, além de frutos e vegetais cultivados em solos irrigados 

com águas contaminadas por esgoto. Nas águas de recreação contaminadas por 

esgoto, os patógenos virais podem ser transmitidos após contato direto por meio 

da pele ou por ingestão acidental (BOSCH, 1998; WYN-JONES & SELLWOOD, 

2001) (Figura 1.1).                 
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Figura 1.1: Rotas de transmissão de vírus entéricos no ambiente (adaptado de 

METCALF et al., 1995). 

                                                         
   

                                        
                    

 

 Os métodos de monitoramento de qualidade da água de recreação e de 

consumo utilizados atualmente são baseados em marcadores bacterianos. 

Entretanto, os vírus entéricos são mais resistentes à degradação do que os 

indicadores bacterianos fecais (SHUVAL, 1971), podendo estar presentes em 

águas onde os níveis bacterianos se encontram dentro dos padrões de qualidade 

(GRIFFIN et al., 1999, NOBLE & FUHRMAN, 2001). A ausência de correlação 

entre esses dois parâmetros microbiológicos representam um risco potencial para 

a saúde humana, uma vez que águas dentro dos padrões bacterianos de 
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qualidade podem estar relacionadas com o aparecimento de surtos de doenças 

virais (BOSCH, 1998; HOT et al., 2003; PUSCH et al., 2005). 

A Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) indica o 

grupo dos vírus entéricos como o mais seguro e confiável para o monitoramento 

ambiental, já que são mais resistentes à variações de temperatura e a outras 

substâncias presentes na água (Karaganis et al., 1983, Rzezutka & Cook, 2004). 

Entretanto, ao contrário da poluição por bactérias e fungos, a presença de 

partículas virais na água é de difícil detecção e exige tecnologias sofisticadas de 

concentração viral e, em certos casos, detecção molecular (METCALF et al., 1995; 

WYN-JONES & SELLWOOD, 2001).  

Recentemente, diferentes métodos de concentração viral, associados à 

métodos moleculares de detecção, em especial, métodos de amplificação 

genômica, como a transcrição reversa seguida pela reação em cadeia pela 

polimerase (RT-PCR) têm sido aplicados a diferentes amostras de águas de 

esgotos, rios e lagoas (PINA et al., 1998; CHAPRON et al., 2000; CHO et al., 

2000, WYN-JONES et al., 2000; FOUT et al., 2003). Os quatro principais grupos 

de vírus responsáveis pela gastroenterite aguda (rotavírus A [RV-A], astrovírus 

humano [HAstV], norovirus [NoV] e adenovírus entéricos tipo 40 e 41 [HAdV 40 e 

41]), assim como outros vírus entéricos (enterovirus, vírus da hepatite A [HAV], 

vírus da hepatite E [HEV]) vêm sendo estudados nos últimos anos como 

importantes marcadores ambientais de contaminação de estações balneárias, 

estuários, águas tratadas e não tratadas, água mineral, frutos – do – mar, 

hortaliças e frutos (PINTO et al., 2001; CARDUCCI et al., 2003; CARRIQUE-MAS 

et al., 2003; GOFTI-LAROCHE et al., 2003; NADAN et al., 2003; SHARMA et al., 

2003; VAN HEERDEN et al., 2003).  

Os HAstV, assim como os NoV e os RV-A, têm sido reconhecidos como 

importantes agentes da gastroenterite viral aguda (GLASS et al., 2001), sendo o 

papel da veiculação hídrica na transmissão destes um importante objeto de 

estudo.  

 

 



 Aplicação de Metodologia de Concentração Viral para Detecção de Astrovírus em Águas Ambientais 

 

 10

1.4 Os Astrovírus 
 

1.4.1 Morfologia e Classificação  

 

Os Astrovírus foram descritos pela primeira vez por Appleton & Higgins 

(1975) que, analisando pela microscopia eletrônica (ME) o material fecal diarréico 

de recém nascidos hospitalizados com gastroenterite, identificaram pequenas 

partículas virais de forma arredondada, com 28-30nm de diâmetro e sem 

morfologia definida. Posteriormente, Madeley & Cosgrove (1975) observaram pela 

ME que algumas partículas tinham aspecto estelar e por isso denominaram-nas 

astrovírus (AstV). Os AstV não possuem envelope, são vírus pequenos e 

arredondados, que apresentam simetria icosaédrica com 5 a 6 vértices no 

capsídeo e um genoma de ácido ribonucleico (RNA) de fita simples com 

polaridade positiva. Possuem projeções externas de 10nm de comprimento e 

algumas partículas exibem um aspecto de anel periférico. Apesar de identificados 

pela ME como uma estrutura de aspecto estelar, apenas 10% das partículas virais 

observadas apresentam essa estrutura típica (Figura 1.2) (MONROE et al., 1993). 

 

 

Figura 1.2: Morfologia de astrovírus. 

 

       
 

  

A 

A) Micrografia eletrônica preparada por Dr.José Paulo Gagliardi Leite e Msc Andrea da Silva. 
 Laboratório de Virologia Comparada  Barra: 100nm  
 B) Criomicroscopia eletrônica da partícula de astrovirus (MATSUI & GREENBERG, 2001) 

B 
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Inicialmente, os AstV foram classificados nas famílias Picornaviridae e 

Caliciviridae, de acordo com a morfologia, tamanho das partículas virais e 

composição do genoma, entre outras características físico-químicas (MATSUI & 

GREEBERG, 2001). Entretanto, com o seqüenciamento e análise do genoma, foi 

possível demonstrar diferenças significativas em relação às famílias anteriormente 

descritas. A partir destes resultados, os AstV  foram classificados em uma nova 

família denominada  Astroviridae (MONROE et al., 1993) que é constituída por 

dois gêneros: Mamastrovirus e Avastrovirus. O gênero Mamastrovirus inclui 

astrovírus humano HAstV) e de outros mamíferos, como bovinos (BAstV), felinos 

(FAstV), suínos (PAstV) e ovinos (OAstV) (Matsui & Greenberg, 2001). O gênero 

Avastrovirus inclui astrovírus de aves, como patos (DAstV), perus (TAstV) e o 

vírus da nefrite aviária (ANV) (WALTER & MITCHELL, 2003). Em mamíferos, os 

AstV estão associados a gastroenterites e em aves, a enterites, hepatites 

fulminantes e nefrites (INTERNACIONAL COMITTEE ON TAXONOMY OF 

VIRUSES, 2003). Entretanto, eles são hospedeiros-restritos, porque não ocorre 

reatividade cruzada entre os AstV das diferentes espécies (LUKASHOV & 

GOUDSMIT, 2002). 

Até o momento, foram descritos oito sorotipos de HAstV (HAstV-1 a 8), 

baseados na reatividade de anticorpos mono e policlonais com proteínas 

capsídicas. Todos os sorotipos possuem ao menos um epítopo em comum, a 

proteína capsídica VP26 (Wilhelmi et al., 2003).  

Os HAstV também podem ser classificados segundo o genotipo, com base 

na seqüência nucleotídica de uma região de 382 pares de bases (pb) da  segunda 

fase aberta de leitura (ORF-2) (NOEL et.al., 1995). Análises filogenéticas 

demonstraram que os sorotipos de HAstV podem ser classificados em 7 genotipos 

correlacionados aos sorotipos, sendo que os sorotipos HAstV-4 e 8 foram 

agrupados como genotipo 4 (Oh & SCHREIER, 2001). Recentemente, um estudo 

demonstrou a existência de um novo genotipo que foi caracterizado como 

genotipo 8 (WANG et al, 2001). A Figura 1.3 demonstra a semelhança dos 

gêneros Avastrovirus e Mamastrovirus e seus genotipos baseada na análise da 

ORF-2 (WALTER & MITCHELL, 2003). 
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Figura 1.3: Árvore filogenética de máxima semelhança dos gêneros Mamastrovirus 

e Avastrovirus baseada na análise da região do genoma que codifica para a 

proteína do capsídeo (adaptado de WALTER & MITCHELL, 2003). 

 

 
 

 

1.4.2 Genoma dos Astrovírus 

 

O genoma dos HAstV é constituído por um RNA de fita simples de 

polaridade positiva com o número de nucleotídeos variando de 6844-7355 

(WALTER & MITCHELL, 2003). Contém três fases abertas de leitura (ORF, “open 

reading frame”), chamadas ORF-1a, ORF-1b e ORF-2. A ORF-1a e a ORF-1b se 

encontram na região 5' do genoma e codificam as proteínas não estruturais (NSP); 

a ORF-2, localizada na região 3', codifica as proteínas estruturais do capsídeo 

(JONASSEN et al., 2003) (Figura 1.4). 

As proteínas estruturais codificadas na ORF-2 são sintetizadas como um 

precursor poliprotéico de 780 aminoácidos que, posteriormente, é clivado 

originando os três polipeptídeos do capsídeo viral (MENDEZ-TOSS et al., 2003). 
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Figura 1.4: Organização do genoma do astrovírus humano tipo 2 (HAstV-2)     

(Adaptado de JIANG et al., 1993). 

 

 
VPg: Proteína de união ao genoma; Pro: Protease; NLS: Sinal de localização nuclear Pol: Polimerase; RFS: 

Estrutura do mecanismo de frameshifting ribossômico. 

 

 

1.4.3 Características Fisico-Químicas 
  

As partículas dos HAstV são estáveis a pH 3,0, resistentes ao clorofórmio e 

a uma grande variedade de detergentes e solventes lipídicos.  Esses vírus 

mantêm a atividade infectiva após 5 minutos a 60ºC, sendo inativados com 10 

minutos de exposição. Também são estáveis quando estocados a -80ºC por um 

período de 10 anos, porém são instáveis se submetidos a descongelamentos 

(KURTZ & LEE , 1987; MATSUI & GREENBERG, 2001).  

                                                                                                                                                                                                 

1.4.4 Infecção e Manifestações Clínicas 
 

O período de incubação da infecção causada por HAstV é de 3 a 4 dias 

(KURTZ et al., 1979). A sintomalogia é caracterizada pela presença de diarréia 

com fezes líquidas, persistindo de 2 a 3 dias, associada a vários outros sintomas, 

tais como: vômito, febre, anorexia, dor abdominal, tosse, coriza e muco, podendo 



 Aplicação de Metodologia de Concentração Viral para Detecção de Astrovírus em Águas Ambientais 

 

 14

durar até 5 dias. A infecção de HAstV em associação à subnutrição, idade do 

paciente, co-infecções com outros agentes e utilização incorreta de antibióticos, 

pode resultar em uma diarréia persistente com sintomalogia de maior gravidade, 

desidratação profusa e, em determinados casos, levando à internação do paciente 

(PARASHAR et al., 1998; CUBITT et al., 1999). 

O período de excreção do vírus é curto, variando de 3 a 5 dias, porém, em 

pacientes idosos, imunodeficientes ou imunodeprimidos, a excreção torna-se 

prolongada, podendo chegar a vários meses (KONNO et al., 1982; BLACK et al., 

1993; CUBITT et al., 1999). Os valores da taxa de excreção podem variar de 106 a 

108 partículas/g fezes (CARTER, 2005). 

 
1.4.5 Epidemiologia 
 

Estudos realizados com voluntários demonstraram que as infecções por 

HAstV são adquiridas pelo contato pessoa-pessoa e pela ingestão de água e 

alimentos contaminados, tais como, mariscos e ostras provenientes de áreas 

poluídas por esgotos (ABAD et al., 2001; MITCHELL, 2002; GOFTI-LAROCHE et 

al., 2003; WALTER & MITCHELL, 2003). As crianças de até 5 anos são as mais 

susceptíveis à infecção, tendo sido descritas epidemias em escolas, creches e 

unidades pediátricas. Do total de crianças com gastroenterite causada por HAstV, 

6% são hospitalizadas e o período de permanência no hospital é de até 6 dias. Os 

HAstV também estão associados a surtos de gastroenterite em adultos, idosos e 

pacientes imunodeficientes  (LEITE et al., 1991; LISTE et al., 2000; SAKAMOTO 

et al., 2000; SILVA et al., 2001; CARDOSO et al., 2002; VICTORIA, 2006).  

Estudos sobre a sazonalidade dos HAstV são controversos com os  

períodos de surtos variando de acordo com a localização geográfica. Em regiões 

de clima temperado, as infecções ocorrem predominantemente nos meses de 

inverno e primavera, enquanto que nas regiões de clima tropical, a freqüência 

aumenta na época das chuvas (MATSUI & GREENBERG, 2001). No Rio de 

Janeiro, um estudo relatou uma maior prevalência de HAstV nos meses de 

inverno-primavera, especialmente de junho a setembro (SILVA et al., 2001) , 



 Aplicação de Metodologia de Concentração Viral para Detecção de Astrovírus em Águas Ambientais 

 

 15

porém outro trabalho sugeriu a prevalência nos meses de março a maio, no final 

do verão, início do outono (VICTORIA, 2006). Em Goiânia, foi observado um pico 

de detecção na primavera e começo do verão, correspondendo à estação chuvosa 

(CARDOSO et al, 2002), entretanto, em São Luís (Maranhão), Gabbay e 

colaboradores (2005) não observaram nenhum padrão de sazonalidade durante 

os dois anos de estudo. 

Em países desenvolvidos, a prevalência de gastroenterite associada a 

HAstV varia de 2 a 11% e nos países em desenvolvimento de 2 a 26% (CHIKHIN-

BRACHET et al., 2002; CUNLIFE et al., 2002; DALTON et al., 2002; RATCLIFF et 

al., 2002). Nos últimos 10 anos, devido a vigilância epidemiológica e utilização de 

metodologias de detecção de HAstV, estes vírus tem sido reconhecidos como um 

importante agente etiológico das gastroenterites virais (GOFTI-LAROCHE et al., 

2003; WILHELMI et al., 2003; ESPUL et al., 2004). 

A prevalência de cada sorotipo também varia segundo a localização 

geográfica (SAKAMOTO et al., 2000) e segundo a época do ano (GUIX et al., 

2002). O HAstV-1 tem sido relatado como o sorotipo predominante em alguns 

países da Europa, EUA, Austrália, Japão, Coréia do Sul e Brasil (NOEL et al., 

1995; LISTE et al., 2000; MÉNDEZ-TOSS et al., 2000; SAKAMOTO et al., 2000; 

SILVA et al., 2001; CARDOSO et al., 2002; DALTON et al., 2002; GABBAY et al., 

2005) 

No Brasil, no início da década de 1990, foram realizados os primeiros 

estudos para detecção de HAstV em amostras clínicas nas cidades do Rio de 

Janeiro e de São Paulo (LEITE et al., 1991; STEWIEN et al., 1991). Trabalhos em 

diferentes cidades do país demonstram a prevalência do HAstV variando de 2,8% 

a 14% em crianças hospitalizadas com gastroenterite aguda de até cinco anos de 

idade, correspondendo a maioria dos casos ao HAstV-1 sendo também 

detectados os HAstV-2, 3, 4, 5 e 8 (STEWIEN et al., 1991; CARDOSO et al., 2002; 

GABBAY et al., 2005; 2006; MIRANDA, 2002; SILVA et al., 2006; VICTORIA, 

2006). Em um surto envolvendo crianças menores de três anos de idade com 

gastroenterite aguda em uma creche na cidade do Rio de Janeiro o HAstV-1 foi 
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detectado em 33% dos casos, sendo o único genotipo identificado (SILVA et al., 

2001). 

 

1.4.6 Diagnóstico Laboratorial 
 

Atualmente, a ME, primeira metodologia a ser empregada para a detecção 

dos HAstV, vem sendo substituída por técnicas moleculares, entre as quais a 

reação em cadeia pela polimerase precedida pela transcrição reversa (RT-PCR), 

“Northern blotting” e o ensaios imunoenzimáticos (EIE), já que estas apresentam 

maior sensibilidade quando comparadas à ME (APPLETON & HIGGINS, 1975; 

HERRMANN et al., 1991; NOEL et al., 1995; WALTER & MITCHELL, 2003). 

 O desenvolvimento de EIE, capazes de detectarem os oito sorotipos de 

HAstV, facilitaram os estudos epidemiológicos demonstrando a importância destes 

vírus,  que era subestimada nos estudos de gastroenterite aguda. Entretanto, a 

detecção dos HAstV pela RT-PCR em amostras de fezes de crianças em creches 

ou hospitais tem demonstrado que este é um método de detecção mais sensível 

que o EIE (DALTON et al., 2002; WALTER & MITCHELL, 2003). Iniciadores 

específicos para a região conservada que codifica a serina protease ou para a 

região não codificante 3' do genoma são utilizados para a detecção de todos os 

sorotipos pela RT-PCR (WALTER & MITCHELL, 2003), embora não exista 

consenso para a  região do genoma do vírus a ser utilizada para a detecção com 

esta metodologia.  

Alguns estudos utilizaram iniciadores das regiões conservadas como a da 

ORF1a (DALTON et al., 2002; GUIX et al., 2002), porém outros utilizaram 

iniciadores desenhados para reconhecer as seqüências nucleotídicas das 

extremidades 5’ ou 3’ da ORF-2 podendo agrupar filogeneticamente os 8 sorotipos 

dos HAstV. Dois dos métodos de genotipagem utilizando a RT-PCR são baseados 

nesta região variável do genoma viral, seja utilizando iniciadores comuns a todos 

os tipos de HAstV com a posterior reação de seqüenciamento  ou utilizando 

iniciadores específicos para cada tipo de HAstV, determinando o tipo pelo número 
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de pares de base (pb) do produto amplificado (NOEL et al., 1995; SAKAMOTO et 

al., 2000; SCHNAGL et al., 2002; CARDOSO et al., 2002; GUIX et al., 2005).  

 Protocolos de RT-PCR quantitativo foram descritos e esse método tem sido 

apontado como mais sensível para detecção de HAstV, com capacidade de 

detectar  0,0026 unidades infecciosas por microlitro (µL) (ROYUELA et al., 2006) e 

5 cópias/reação (ZHANG et al.,  2006). Este ensaio requer uma única etapa 

diminuindo o tempo de detecção e minimizando o risco de contaminação das 

metodologias de amplificação convencionais, além de ter a vantagem de 

quantificar a carga viral.  

 

1.4.7 Prevenção e Controle 
 

Para se determinar as medidas de controle das infecções virais 

responsáveis pela gastroenterite aguda é importante identificar os agentes 

etiológicos envolvidos nos surtos (THORNTON et al., 2004). No controle dos 

surtos de gastroenterite aguda, se deve eliminar as fontes comuns de infecção, 

assim como também atuar na interrupção da transmissão de pessoa a pessoa. 

Como a enfermidade tem um curto período de incubação, a interrupção da 

transmissão é a principal estratégia para a prevenção, especialmente em hospitais 

e creches. Qualquer paciente com gastroenterite aguda sem diagnóstico deve ser 

tratado com as precauções apropriadas. É fundamental a atenção na higiene das 

mãos, que devem ser lavadas com água e sabão antes e após o contato com o 

paciente ou com objetos que podem estar contaminados e na desinfecção de 

superfícies contaminadas (WILHELMI et al., 2003). 
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2 JUSTIFICATIVA 
 

O Laboratório de Virologia Comparada (LVC) em apoio a Coordenação 

Geral de Laboratórios de Saúde Pública (CGLAB), vinculada à Secretaria de 

Vigilância em Saúde (SVS) do Ministério da Saúde, sendo credenciado como 

Laboratório de Referência Regional para Rotaviroses, pela portaria Ministerial No. 

15 de 03 de janeiro 2002, atua na investigação da etiologia de surtos de 

gastroenterite viral aguda e desenvolve suas atividades de pesquisa com os RV, 

HAstV, NoV e HAdV40 e 41. Em 2004, foi responsável pela identificação de 

HAstV-1 em um surto de gastroenterite ocorrido no município de Itatiaia, RJ, cuja 

fonte de disseminação do vírus foi a água consumida pela população (dados não 

publicados). Na ocasião, a definição do agente etiológico foi realizada a partir da 

análise de espécime clínico. A ausência de um protocolo de concentração viral 

inviabilizou a investigação da presença do vírus na água e a determinação da 

água como fonte de contaminação foi definida apenas por critérios 

epidemiológicos.  Neste surto ficou evidente a necessidade de se estabelecer no 

LVC um método prático e sensível para detecção de baixas concentrações de 

vírus em amostras provenientes de ecossistemas aquáticos.  

No Brasil, existem estudos descrevendo a presença de RV-A em águas de 

esgoto e córregos na cidade de São Paulo (MEHNERT & STEWIEN, 1993, 

MEHNERT et al., 1997), hepatite A em amostras ambientais (VILLAR et al., 2006) 

e em ostras na cidade de Florianópolis, Santa Catarina (SINCERO et al., 2006). 

Entretanto, até o momento, nenhum trabalho descrevendo a presença de HAstV 

em amostras ambientais brasileiras foi publicado. 

A implantação do método de concentração viral associado a métodos 

moleculares de detecção contribuirá no esclarecimento de surtos de HAstV de 

veiculação hídrica e, conseqüentemente, em ações epidemiológicas efetivas. Em 

adição, esta ferramenta poderá ser utilizada no monitoramento de vírus em águas 

ambientais e na determinação do genotipo das amostras de HAstV circulantes no 

ambiente. 

Além disto, com a introdução da Campanha de Vacinação anti-rotavírus em 

maio de 2006 pelo Programa Nacional de Imunização (PNI), tornou-se 
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fundamental identificar a presença de vírus responsáveis pela etiologia da 

gastroenterite aguda tanto em amostras ambientais quanto de origem humana. 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo Geral 

 
- Estabelecer e aplicar metodologia de concentração e detecção molecular de 

astrovirus em águas ambientais   

  

3.2 Objetivos Específicos 

 
- Estabelecer a metodologia de PCR quantitativo (qPCR). 

- Avaliar o método de concentração viral por adsorção/eluição em membrana 

carregada negativamente seguido de ultrafiltração para detecção de HAstV em 

águas ambientais. 

- Detectar pela amplificação genômica por métodos qualitativos (RT-PCR) e 

quantitativos (qPCR) HAstV em concentrados de águas ambientais.  

- Caracterizar os genotipos de vírus circulantes pela metodologia de 

sequenciamento parcial da segunda fase aberta de leitura (ORF-2). 

- Analisar filogeneticamente os HAstV detectados. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  
 
4.1 Estabelecimento de Curva Padrão para Implementação do Método de 
Reação em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real Quantitativa (qPCR) 
 

4.1.1 Obtenção do “Amplicon” para Ligação com o Vetor de Clonagem 
 

Moléculas molde de RNA de HAstV-2 foram extraídas com o kit QIAamp 

Viral RNA Mini Kit® (Qiagen, Inc., Valencia, Califórnia, EUA) a partir de uma 

suspensão fecal positiva de um caso de gastroenterite aguda proveniente do Rio 

Grande do Sul pertencente a coleção do LVC. A síntese do cDNA foi realizada 

com a utilização de um iniciador randômico hexâmero pd(N)6
® (Amersham 

Biosciences, Piscataway, NJ, EUA), sendo essa etapa precedida pela 

desnaturação (97ºC por 7 minutos,  4ºC por 2 minutos) de 10µL de RNA e 2µL de 

dimetil sulfoxido (DMSO – Sigma, St. Louis, Missouri, EUA). Em seguida, foram 

adicionados os reagentes ao RNA e a mistura incubada a 42ºC por 1 hora, e então 

por 7 minutos a 95 ºC. O Quadro 4.1 apresenta os reagentes que foram utilizados 

para a reação de síntese do cDNA.  
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Quadro 4.1: Reagentes utilizados para a obtenção do cDNA pela transcrição 

reversa do RNA fita simples de astrovirus humano tipo 2. 

 

Reagentes 1x / µL 

ssRNA 10 

DMSO 2 

H2O DNAase/RNAase livre1 20,9  

Tampão 10 X2 5  

dNTP 

(dCTP/dTTP/dATP/dGTP(20 µM) 1 

4  

MgCl2 (50 mM)2 1,5  

DTT (100mM)2 1 

Iniciador randômico pd(N)6
® 4  

RT Superscript II(200U/µL)2 1  

RNAse out2 0,6  

Total 50  

      
     1 Gibco®, Califórnia, EUA 

       2 Invitrogen™, Califórnia, EUA 
 

 

Em seguida, 10µL do cDNA foram submetidos a uma reação em cadeia 

pela polimerase (PCR) com a utilização de dois iniciadores específicos AV1 e AV2 

(Le CANN et al., 2004). O Quadro 4.2 descreve a seqüência, posição e localização 

dos iniciadores no genoma de HAstV que foram utilizados nessa reação para 

obtenção de um “amplicon” de 89 pb.  
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Quadro 4.2: Seqüência, posição e localização dos iniciadores no genoma de 

astrovirus humano, que foram utilizados na reação em cadeia pela polimerase 

(PCR) e na reação em cadeia pela polimerase em tempo real quantitativa (qPCR) 

 

 

Iniciadores Seqüência 5’ –3’ Região do 
genoma 

Produto 
obtido 

AV1 (+)1 6775CCG AGT AGG ATC GAG GGT6797 ORF-2 

AV2 (-)1 6708GCT TCT GAT TAA ATC AAT TTT AA6725 ORF-2 

89pb 

AVS (sonda)1 6739 Fam-CTT TTC TGT CTC TGT TTA GAT TAT TTT AAT 

CAC C-Tamra 6772 

ORF-2 - 

1 Applied Biosystems, Foster City, Califórnia, EUA. 

 

 

A PCR foi realizada em um volume final de 50µL e consistia de um ciclo de 

desnaturação a 94ºC por 2 min, 45 ciclos de desnaturação à 94ºC por 30 seg, 

anelamento à 53ºC por 30 seg e extensão a 72ºC por 1 min e um ciclo de 

extensão final à 72ºC por 10 min. Os reagentes para a realização da PCR estão 

descritos no Quadro 4.3. A amplificação genômica foi realizada em um 

Termociclador (Peltier Thermal Cycler PTC 200®, MJ Research, Massachussetts, 

EUA). 
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Quadro 4.3: Reagentes para a realização da reação em cadeia pela polimerase 

(PCR) para obtenção do produto de 89pb da região da segunda fase aberta de 

leitura (ORF2) dos astrovírus. 

 

Reagentes 1X/ µL 
H2O DNAase/RNAase livre1 27,8 
dNTP (20 µM)1 4 
Tampão 10 X 1 5 

MgCl2 (50 mM)2 2 

Iniciadores AV1 e AV2 (10µM)3 0,6 

Taq Platinum Polimerase (5U/µl)2 0,6 

cDNA 10 

Total 50 
 

1 Gibco®, Califórnia, EUA 
2  Invitrogen™, Califórnia,EUA 
3  Applied Biosystems, Foster City, Califórnia, EUA 
min = minutos  
seg = segundos 

 
 
 
 

Para análise dos “amplicons” foi realizada eletroforese a 100V por 40 

minutos onde 10l do produto amplificado acrescido com 1l de azul de 

bromofenol (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA) foram aplicados em gel 

de agarose (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA) a 1,5% em Tris–Ácido 

Bórico-EDTA 1X (100mM Tris, 90mM Ácido bórico, 100mM EDTA, pH 8,3) 

impregnado com 3µl de brometo de etídio 10 mg/ml  (Gibco®, Califórnia, EUA). Os 

amplicons foram visualizados com o auxílio de um transluminador (Labnet, Edison, 

NJ, EUA) e registrados por um sistema de captura e fotodocumentação (UVP, 

Mitsubishi, Japão). 
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4.1.2  Ligação do “Amplicon” ao Vetor de Clonagem 
 

A ligação do “amplicon”, previamente preparado conforme descrito no item 

4.1.1, foi realizada utilizando-se do kit TOPO TA Cloning Kit for Sequencing® 

(Invitrogen™, Califórnia, EUA) segundo as recomendações do fabricante. 

Essa mistura foi incubada à temperatura ambiente (TA) durante 15 minutos.  

 

4.1.3  Transformação Bacteriana e Purificação do DNA Plasmidial Contendo 
o Inserto de Astrovirus Humano tipo 2. 
 

 As células bacterianas (E. coli cepa TOP10F) competentes,  

prev iamente preparadas pelo método de cloreto de cálc io (CaCl 2) 

(SAMBROOK et a l. ,  2001), foram descongeladas em banho de gelo. A 

estas células, foram acrescidos 3µL do produto da ligação obtida conforme 

descrito no item 4.1.2, sendo as células, em seguida, incubadas durante 30 

minutos em banho de gelo. Essa reação foi submetida a um choque térmico por 

90 segundos a 42ºC e uma nova incubação de banho de gelo foi realizada por um 

período de 10 minutos. 

A recuperação das células bacterianas, após choque térmico, foi realizada 

adicionando-se à reação 300l de meio Luria Bertani líquido (LB: 1% de 

tr iptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl, pH 7,0)  sem 

antibióticos, seguido de incubação à 37ºC sob forte agitação (250 rpm) por 1 hora 

(Gyrotech Water Bath Shaker Modelo G75, New Brunswick, Scientific Edison, New 

Jersey, EUA). (SAMBROOK et a l. , 2001).                                                          

 Após essa etapa, foi realizado o plaqueamento em uma única placa 

contendo meio LB sólido: LB líquido contendo 1,5% (p/v) de ágar 

suplementado contendo 100g/mL de ampicil ina. A placa foi incubada 

a 37ºC por 16 horas. Após esta incubação, foram transferidas 10 colônias 

bacterianas correspondentes a 10 clones plasmidiais para tubos contendo 5mL de 

meio LB líquido suplementado com ampicilina 50g/mL e incubadas por 16 horas 
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com agitação constante de 150rpm a 37ºC (Gyrotech Water Bath Shaker Modelo 

G75, New Brunswick, Scientific Edison, New Jersey, EUA). 

Para a seleção dos clones contendo o inserto, foi realizada a extração do 

DNA plasmidial a partir das culturas dos clones bacterianos utilizando-seo Kit 

“Miniprep DNA Purification System®” (Promega Corporation, Madison, Winsconsin, 

EUA) de acordo com o protocolo descrito pelo do fabricante. 

Após a extração, o DNA plasmidial foi submetido a uma reação de PCR 

com os iniciadores AV1 e AV2 como previamente descrito no item 4.1.1, para a 

caracterização do inserto. 

 

4.1.4 Quantificação e Obtenção da Curva Padrão 
 

  A concentração de plasmídeo recombinante com o produto de PCR de 

HAstV-2 foi estimada utilizando 50µL do produto em espectofotômetro com 

comprimento de onda de 260 nm de acordo com o protocolo descrito pelo 

fabricante (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, Alemanha). A quantificação 

medida é fornecida em ng/µL, sendo transformada em número de cópias/µL (nº 

cópias/µL) de acordo com a fórmula: nº cópias/µL = concentração (g/ µL) X 6,022 

X 1023/ número de pb do plasmídeo recombinante X 660. O título obtido foi de 1,8 

X 107 cópias/ µL. 

 Foram realizadas diluições seriadas de 10 obtendo-se concentrações desde 

1,8 x 107 até 1,8 X 100 para obtenção da curva padrão. Foram feitas alíquotas com 

estas concentrações e armazenadas a -20 ºC para posterior utilização.  

 Em uma microplaca óptica de 96 amostras (MicroAmp®, Applied 

Biosystems, Foster City, Califórnia, EUA) foram adicionados 5µL de cada diluição 

do padrão a 20µL de uma mistura de reagentes. A reação do qPCR foi realizada 

em plataforma ABI 7500 (Applied Biosystem, Califórnia, EUA), com um volume 

final de 25µL e consistia em um ciclo de 50ºC por 2 min seguido de  45 ciclos de 

95ºC por 10 min, 94ºC por 15 seg e 55ºC por 1 min. O Quadro 4.4 descreve os 

reagentes utilizados na reação. 
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Quadro 4.4: Reagentes e condições para a realização da reação em cadeia pela 

polimerase quantitativa em tempo real (qPCR).  

 

Reagentes 1X/µL 
H2O DNAase/RNAase livre 1 6,625 

Taq Man ® Universal PCR Master MIX 2 12,5 

Iniciador AV1 (10µM)3 0,25 

Iniciador AV2 (10µM)3 0,25 

Sonda AVS (10µM)3 0,375 

cDNA 5 

Total 25 
1 Gibco®, Califórnia, EUA 
2 Applied Biosystems, Branchbug, Nova Jersey, EUA 
3 Applied Biosystems, Foster city, Califórnia, EUA 
min. = minuto 
seg = Segundo 

 
 
 
4.2 Recuperação de Astrovírus Humano em Águas Contaminadas 
Experimentalmente   

 

Suspensões fecais previamente positivas pela RT-PCR convencional foram 

submetidas à técnica de qPCR para quantificação viral e utilização nos 

experimentos de recuperação de HAstV em diferentes matrizes aquáticas.  O RNA 

viral foi extraído com a utilização do kit QIAamp Qiagen de acordo com o protocolo 

descrito pelo fabricante. O cDNA foi obtido de acordo com a descrição no item 

4.1.1 e a reação de qPCR foi efetuada em duplicata como descrito no item 4.1.4. 

 Foram semeadas 100µL de suspensão fecal contendo 2,6 X 106 de HAstV 

em 2 litros (L) de água de consumo, marinha (Posto 2 da Praia da Barra da Tijuca, 

Rio de Janeiro), de rio (Rio dos Macacos, Jardim Botânico, Rio de Janeiro) e 

águas de esgoto bruto e tratado (Estação de Tratamento de Esgoto [ETE] do 

Campus Manguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro). O método de concentração viral foi 

realizado segundo protocolo descrito por KATAYAMA et al. (2002) com as 

adaptações necessárias para as diferentes matrizes utilizadas. A amostra de água 
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de consumo foi declorada com 0,8 mL/L de tiossulfato de sódio 10% (Reagen, Rio 

de Janeiro, Brasil) (CETESB, 2006).  

Amostras controles, sem adição de vírus, e amostras previamente 

inoculadas foram submetidas ao processo de clarificação que consiste na 

remoção de resíduos grosseiros por filtração com pré-filtros AP-20® (membranas 

de 142 mm de diâmetro, Millipore) utilizando um Sistema de Filtração Millipore 

(Millipore, Rio de Janeiro, Brasil) constituído por uma bomba de vácuo, um 

recipiente de pressão e um suporte para a colocação das membranas (Figura 4.5). 

Em todas as amostras com, exceção da água do mar, foi adicionado 1,2g de 

cloreto de magnésio (MgCl2 - Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). O pH foi ajustado para 

5,0 com a utilização de ácido clorídrico 6N (HCl -  Merck, Rio de Janerio, Brasil). 

 

 

Figura 4.5: Sistema de Filtração Millipore® 

 

 
 

 

 

 

 

B 
A 

C 

A – Bomba de vácuo com manômetros, B – Recipiente 
de pressão, C – Suporte de membrana 
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Após clarificação, as amostras foram filtradas em uma membrana HA 

negativamente carregada (142mm de diâmetro, malha de 0,45m, Millipore) 

acoplada ao Sistema de Pressão Millipore. A membrana foi rinsada com 350mL de 

ácido sulfúrico 0,5 mM (H2SO4 – Merck, Rio de Janeiro, Brasil). Os vírus foram 

eluídos em 15 mL de hidróxido de sódio 3mM pH 10,5 (NaOH – Vetec, Rio de 

Janeiro, Brasil), através de agitação por 5 minutos. O eluato foi neutralizado pela 

adição de 100L de H2SO4 50 mM e 100L de tampão Tris-EDTA (TE) 100x 

(10M Tris, 1mM EDTA, pH 8,0). O eluato neutralizado foi transferido para uma 

unidade do concentrador Centriprep® YM-50 (Millipore, Rio de Janeiro, Brasi) 

(Figura 4.6) seguido de centrifugação a 1500 x g por 10 min a 4ºC, até obter 

volume final aproximado de 2mL (Figura 4.7). 

  

 

Figura 4.6: Concentrador Centriprep® YM-50, Millipore 

 

 
 

 

 

 

 

A 

A – Tubo coletor 
B – Recipiente externo para amostra 

B 
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Figura 4.7: Fluxograma com as etapas realizadas para concentração viral descrito 

por KATAYAMA et al. (2002), incluindo modificações. 

 
Amostra de água (2 litros) 

 

Filtrar em membrana AP20 

 

Homogeneizar com 1,2g de MgCl2 e ajustar a pH 5,0 

 

Concentrar em membrana negativa HA 0,45m 

 

Rinsar com 350mL de H2SO4 0,5mM pH 3,0 

 

Eluir com 10mL de NaOH 3mM pH 10,5 

 

Neutralizar o filtrado com 50l de H2SO4 50mM e 100x tampãoTE 

 

Concentrar a amostra (Centriprep®) 

 

~2mL de concentrado 

 

A extração do RNA viral foi processada a partir de 140 L do concentrado 

final com a utilização do kit QIAamp Qiagen de acordo com o protocolo descrito 

pelo fabricante. O cDNA foi obtido de acordo com a descrição no item 4.1.1 e a 

reação de qPCR foi efetuada como descrito no item 4.1.4. 
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4.3 Detecção de Astrovírus em Diferentes Matrizes de Ecossistemas 
Aquáticos 

 

 A metodologia de concentração viral associada a métodos qualitativo e 

quantitativo de detecção foi aplicada em dois estudos de campo realizados para 

investigação de HAstV em águas de rio e esgoto. As coletas de água de rio foram 

realizadas em igarapés da cidade de Manaus (AM) em colaboração com o Instituto 

Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) e com o Centro de Pesquisa Maria & 

Leônidas Deane, Fiocruz, Manaus, AM. As coletas de águas residuais (esgoto) 

foram realizadas na ETE localizada no Campus principal da Fiocruz em 

colaboração com a Diretoria de Administração do Campus (DIRAC) da Fiocruz, 

Rio de Janeiro. 

 
4.3.1 Áreas de Estudo: 

 
4.3.1.1  Água de Igarapés de Manaus 
 

 Treze pontos de coleta foram definidos e georeferenciados na rede 

hidrográfica formada pelas bacias do Tarumã-Açu, Mindu-São Raimundo, 

Quarenta-Educandos e Puraquequara, onde está localizado o município de 

Manaus, com 1.688.524 habitantes, concentrados na área urbana (IBGE, 2006).  

 Os pontos de coleta de amostras de águas superficiais foram definidos de 

acordo com diferentes áreas de ocupação humana seguindo os seguintes 

critérios: a) três pontos controle de Floresta primária, localizados em área de 

reserva florestal, com vegetação intacta, acesso humano restrito e livre de esgoto 

doméstico, b) dois pontos em uma área descampada aonde a ocupação humana é 

reduzida e apresentam poucos pontos de despejo de esgoto doméstico e c) oito 

pontos localizados em áreas com diferentes graus de influência antrópica sem 

serviço de tratamento de água ou esgoto. 

 Esses pontos foram precisamente localizados utilizando-se o Sistema de 

Posicionamento Global – GPS (TREX Legend – Gramin Ltda – Olathe, Kansas, 
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EUA). A Figura 4.8 apresenta as diferentes bacias e sua localização na cidade de 

Manaus. 

 

 

Figura 4.8: Foto de satélite da cidade de Manaus, apresentando os pontos (1-13) 

que indicam onde foram realizadas as coletas de amostras de água. 
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a) Floresta Primária = 11, 12, 13 
b) Descampado = 9 e 10 
c) Áreas com influência antrópica = 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8. 

 

 

 Quatro campanhas de coletas trimestrais foram realizadas no período de 

agosto de 2004 a junho de 2005. O período das coletas foi determinado pela 

variação anual do pulso de inundação do Rio Negro que corresponde às estações 

seca e chuvosa da região (Figura 4.9; Quadro 4.5). 
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Figura 4.9: Gráfico ilustrando a variação anual do pulso de inundação do Rio 

Negro, Manaus, entre os anos 1999 e 2001.  

 

 
 

 

 

Quadro 4.5: Meses de coleta de acordo com as estações seca (verão) e chuvosa 

(inverno) da cidade de Manaus.  

 

 

Mês/Ano Estação 

Agosto/2004 Início da seca 

Novembro/2004 Seca 

Fevereiro/2005 Iníco da estação chuvosa 

Junho/2005 Estação chuvosa 

 

 

 As amostras de águas da superfíciais (3L) foram coletadas de cada ponto 

(1-13), armazenadas em recipientes estéreis e mantidas sob refrigeração para 

posterior investigação viral. 
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4.3.1.2  Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) 
 

 A ETE envolvida nesse estudo localiza-se na cidade do Rio de Janeiro, 

dentro do Campus de Manguinhos, Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) (Figura 

4.10). É uma estação de tratamento secundário por lodos ativados, aeração 

prolongada, com nitrificação e desnitrificação biológica. A população de projeto é 

de 8000 habitantes, perfazendo uma vazão total de 512m³/dia. Atualmente, em 

função da precariedade da rede coletora, trata em torno de 30% do volume de 

projeto, sendo que o efluente tratado é lançado no Rio Faria Timbó, que margeia o 

terreno do Campus. Os pontos de coleta de esgoto do Campus ligados a ETE 

podem ser observados na figura 4.11. 

 

Figura 4.10: Visualização panorâmica da Estação de Tratamento de Esgoto, 

Campus de Manguinhos, Fundação Oswaldo Cruz. 

 

 

 
 
 
 

 

A 

B 

C 

A – Caixa de Areia 
B – Tanque de Aeração 
C – Decantador 
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Figura 4.11: Planta indicativa dos prédios ligados a Estação de Tatamento de 

Esgoto do Campus de Manguinhos, Fundação Oswaldo Cruz (setembro de 2005). 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

Foram realizadas 24 coletas compostas de amostras do afluente e efluente 

da ETE (Figura 4.11). Cada amostra composta foi obtida através de oito alíquotas 

de 250mL, coletadas em intervalos de uma hora durante oito horas, armazenadas 

em recipiente de vidro estéril e mantidas sob refrigeração até o envio ao LVC. As 

coletas foram realizadas quinzenalmente no período de janeiro a dezembro de 

2005. 

 

 

 Oficina de manutenção de 
equipamentos da DIRAC 

 Pavilhão Jorge Careu 
 Setor de Transporte 
 CECAL 
 Central de água gelada 
 Manutenção civil da DIRAC 
 Pavilhão Henrique Aragão (Febre 

Amarela) 
 Pavilhão Lauro Travassos 
 Pavilhão Gomes de Faria 
 Pavilhão Cardoso Fontes 
 Pavilhão do Relógio 
 Pavilhão Adolph Lutz 
 Quinino 
 Cavalariça (Museu da Vida) 
 Mourisco 
 Antigo Almoxarifado Central 
 Carlos Chagas 
 ASFOC 
 Infectório de biomanguinhos 
 Biblioteca de Manguinhos 
 Multimeios Rocha Lima 
 Rockfeller 
 Almoxarifado Central 
 Hanseníase 

 

 Pontos ligados a ETE 

 ETE-Fiocruz 
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Figura 4.12: Local de coleta (afluente e efluente) da Estação de Tratamento de 

Esgoto, Campus de Manguinhos, Fundação Oswaldo Cruz. 

 

                                                                                                                        
 

 

 

4.3.2  Concentração e Detecção das Amostras de Águas de Diferentes  
Ecossistemas Aquáticos 
 

As amostras de águas, provenientes da ETE ou de rio, foram clarificadas e 

concentradas de acordo com a descrição do item 4.2. 

 As amostras provenientes da ETE foram tratadas previamente com Vertrel® 

(Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, EUA). Foram adicionados 70µL de 

Vertrel para 140µL da amostra, centrifugados a 800 x g por 10 minutos. O 

sobrenadante foi coletado e utilizado para o processo de extração.                                                    

 O RNA viral foi extraído a partir do concentrado de água, utilizando o kit 

QIAamp Qiagen de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante, e estocado a 

–70°C.   
  
 
 
 
 

Coleta do Efluente Coleta do Afluente 
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4.3.2.1 Detecção Genômica pela Reação em Cadeia pela Polimerase 
Precedida pela Transcrição Reversa (RT-PCR) - Método Qualitativo 

 

A síntese do cDNA para as amostras provenientes de águas de rio foi 

realizada de acordo com a descrição no item 4.1.1. Para a realização da síntese 

do cDNA dos concentrados provenientes das águas da ETE, foi adicionado a 

mistura 0,05µL de β-Mercaptoetanol 1,43 M (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA).  

Os Quadros 4.6 e 4.7 apresentam os iniciadores específicos previamente 

descritos por NOEL et al. (1995) e os reagentes utilizados na reação de 

amplificação genômica para detecção de HAstV, respectivamente.  A amplificação 

foi realizada em um volume final de 50µL e consistia de um ciclo de desnaturação 

a 94ºC por 2 min, seguido de 40 ciclos de desnaturação à 94ºC por 30 seg, 

anelamento à 50ºC por 30 seg e extensão a 72ºC por 1 min e um ciclo de 

extensão final à 72ºC por 10 min, em um Termociclador Peltier Thermal Cycler 

PTC 200 (MJ Research, Massachussetts, EUA). 
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Quadro 4.6: Seqüência, posição e localização dos iniciadores no genoma de 

astrovirus humano, que foram utilizados na reação em cadeia pela polimerase 

(PCR) para a detecção viral. 

 

 

Iniciadores Seqüência 5’ –3’ Região do 
genoma 

“Amplicon” 
obtido 

Mon 269 (+)1 *4526 CAA CTC AGG AAA CAG GGT GT 4545 ORF2 

Mon 270 (-)1 *4955 TCA GAT GCA TTG TCA TTG GT 4974 ORF2 
449pb 

1 Invitrogen™, Califórnia, EUA 
(+): sense 
(-): antisense 
 

 

 

Quadro 4.7: Reagentes e condições para a realização da reação em cadeia pela 

polimerase (PCR) para detecção de astrovírus humano. 

 

 
Reagentes 1X/µL 

H2O DNAase/RNAase livre1 24,4 
 dNTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP)1 4 
Tampão 10 X 2 5 

MgCl2 (50 mM)2 2 

Iniciadores 269/270 (20µM)2 4 

Taq Polimerase Platinum (5U/µl)2 0,6 

cDNA 10 

Total 50 
1Gibco®, Califórnia, EUA 
2 Invitrogen™, Califórnia, EUA 

 

 

 A análise dos produtos da PCR foi realizada por eletroforese a 100V por 40 

minutos, onde 10l do produto amplificado, acrescido com 1l de azul de 

bromofenol (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA), foi aplicado em gel de 
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agarose (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA) a 1,5% em TBE 1X 

impregnado com 3µL de brometo de etídio 10 mg/ml  (Gibco®, Califórnia, EUA). Os 

produtos amplificados foram visualizados com o auxílio de um transluminador 

(Labnet, Edison, NJ, EUA), registradas por um sistema de captura e 

fotodocumentação (UVP, Mitsubishi, Japão) e purificados utilizando o kit comercial 

QIAquick Gel Extration Kit®(QIAGEN, Valencia, Califórnia, EUA) de acordo com o 

protocolo descrito pelo fabricante para caracterização do genotipo viral pelo 

sequenciamento.  
 

4.3.2.2  Sequenciamento Parcial do Genoma Viral 

 
  Os produtos purificados foram quantificados em gel de agarose 1,5% 

utilizando como padrão o Low DNA Mass Ladder® (Invitrogen™,Califórnia, EUA). 

 Para a reação de sequenciamento foi utilizado o kit comercial Big Dye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit  (Applied Biosystems, Foster City, 

Califórnia, EUA) e os mesmos iniciadores utilizados nas reações de amplificação 

genômica (Quadro 4.8).  

 
 
Quadro 4.8: Reagentes utilizados na reação de sequenciamento. 
 
 
 

Reagentes 1X / µL 

Iniciador (Mon 269 ou 270)1 2µM 2 

Tampão de sequenciamento 2,5X2 2 

Big Dye2 2 

H2O DNAase/RNAase livre3 10 

DNA (10 ng) 4 

Total 20 
   1 Invitrogen™, Califórnia, EUA 
  2 Applied Biosystems, Foster city, Califórnia, EUA 
  3 Gibco®, Califórnia, EUA 
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 Para a purificação das reações de seqüência foram utilizadas as Colunas 

CENTRI-SEP® (Princeton Separations, Califórnia, EUA) conforme protocolo 

recomendado pelo fabricante.  

 Foi utilizado o seqüenciador automático modelo 3100 (Applied Biosystems, 

Califórnia, EUA) para obter os eletroferogramas.  

 
4.3.2.3  Análise Filogenética das Seqüências  

 
 As seqüências obtidas foram alinhadas utilizando o programa Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.go/Blast/) e comparadas com seqüências de diferentes 

genotipos e outras provenientes de diferentes países, resgatas do EntrezPubmed–

GenBank (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Genome). 

 A análise filogenética das seqüências foi realizada utilizando o MEGA 2 

versão 2.1 (KUMAR et al., 2001) e a distância genética calculada pelo modelo 

Kimura2-parâmetros, utilizando o método neighbor-joining com bootstrap de 1000 

réplicas. 

 

4.3.2.4  Detecção Genômica pela Reação em Cadeia pela Polimerase em 
Tempo Real (qPCR) - Método Quantitativo 
 

 A partir do cDNA sintetizado no item 4.3.2.1, foi realizada a reação de 

qPCR para quantificação da amostras, como descrito no item 4.1.2. Todas as 

amostras foram analisadas em duplicata. 

 

4.3.3  Quantificação de Coliformes Totais e Fecais  

 

 Para as amostras provenientes da ETE de Manguinhos, Fiocruz foram 

realizadas as quantificações de Coliformes Totais e Fecais com a utilização do Kit 

Colilert®-18 Quanti-Tray®/2000 (Figura 4.12 -IDEXX Laboratories, Westbrook, 

EUA). Inicialmente, foram realizadas em água destilada, diluições seriadas de 10 

da amostra de esgoto, iniciando em 10-1 até 10-8 para a determinação da diluição a 

ser utilizada. A diluição para a realização do teste foi determinada como sendo   
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10-5 para o efluente e 10-3 para o afluente. Foram adicionadas 100mL da amostra 

diluída à cartela e após incubação de 24 horas à 35ºC, foi realizada a leitura de 

Coliformes Totais pela visualização direta. A leitura de Coliformes Fecais foi 

determinada com o auxílio de uma lâmpada ultravioleta. O resultado foi expresso 

de acordo com a tabela apresentada pelo fabricante em número mais provável 

(NMP)/100mL. 

 

 

Figura 4.13: Leitura de Coliformes Fecais com lâmpada ultravioleta utilizando 

Cartela Quanti-Tray®/2000 do Kit Colilert®-18. 

 

 

 
 

 

 

4.3.4  Análise Estatística  

 

 Para análise dos resultados de diferença de positividade entre as técnicas 

de PCR qualitativo e qPCR e diferença de presença de amostras positivas na área 

urbana e rural dos igarapés de Manaus foi realizado o teste qui quadrado (2) para 

independência com 1 grau de liberdade e nível de significância de 5%, utilizando a 

correção de Yates somente para a as amostras de Manaus. 

 

 

A – Cartela Quanti-Tray®/2000 
B – Lâmpada ultravioleta 
 

A 

B 
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5 RESULTADOS 
 

5.1 Estabelecimento de Curva Padrão para Implementação do Método da 
Reação em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real Quantitativa (qPCR) 
 

 A curva padrão obtida com o plasmídeo contendo o inserto de HAstV-2 

apresentou coeficiente de regressão linear (R2) de 0.997 e inclinação de -3,77, 

com limite de detecção de 18 cópias (1,8 X 101). A cada reação foi utilizada uma 

nova curva com os padrões alíquotados e estocados a -20ºC para aferição do 

teste, apresentando variações de valor de R2 de 0,995 a 0,999 e de inclinação de -

3,64 a -4,0. 

 

5.2 Estudo Experimental - Detecção de Astrovírus Humano em Diferentes 
Matrizes Aquáticas  

 

A Tabela 5.1 apresenta o número de cópias de HAstV recuperadas  em 

diferentes matrizes aquáticas e sua taxa de recuperação após semeadura 

experimental de 2,6 X 106 cópias  em 2L de amostra.  

 

Tabela 5.1: Detecção de astrovírus humano em diferentes matrizes aquáticas 

utilizando os métodos de concentração viral com membrana carregada 

negativamente e reação em cadeia pela polimerase em tempo real quantitativa 

(qPCR). 

 

Matriz aquática Número de cópias 
recuperadas 

Taxa de 
recuperação 

Água de consumo 

Água de rio 

Água do mar 

Esgoto bruto 

Esgoto tratado 

1 X 105 

1,7 X 106 

2,9 X 105 

1,1 X 105 

6,3 X 104 

3,8% 

65,4% 

11,1% 

4,2% 

2,4% 
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5.3  Estudo de Campo - Detecção e Caracterização de Astrovírus Humanos 
em Águas de Igarapés de Manaus e Esgoto  

 

5.3.1  Águas de Igarapés de Manaus  
 

 No período de agosto de 2004 a junho de 2005 foram coletadas, em quatro 

campanhas de coleta, 52 amostras de água proveniente dos igarapés das bacias 

hidrográficas de Manaus. Foram detectadas nove (17,3%) amostras positivas para 

HAstV (Tabela 5.2), sendo oito pela técnica de PCR e uma pela qPCR, 

quantificada em 25,6 cópias/reação.  

As amostras positivas para HAstV foram identificadas em quatro pontos de 

coleta: a) três deles localizados na microbacia do Mindú-São Raimundo e b) um 

na bacia do Tarumã-Açu. No ponto 4, localizado na microbacia Mindú-São 

Raimundo, os HAstV foram detectados nas quatro campanhas de coleta 

realizadas.  

Foram coletadas amostras de seis pontos na área urbana (24 amostras), 

quatro pontos na área rural (16 amostras) e três pontos na área controle (12 

amostras). Os HAstV foram detectados em 12,5% (2/16) das amostras coletadas 

na área rural e em 29,2% (7/24) das obtidas na área urbana, não havendo 

diferença significativa entre as áreas (2= 0,98 e nível de significância= 5%). Não 

foram detectados HAstV em amostras coletadas em áreas controle (Figura 5.13).   



 Aplicação de Metodologia de Concentração Viral para Detecção de Astrovírus em Águas Ambientais 

 

 44

 

Ju
n 

20
05

 

- - 

H
As

tV
 

H
As

tV
 

- - - - - - - - - 

Fe
v 

20
05

 

- - - 

H
As

tV
 

H
As

tV
 

- - - - - - - - 

N
ov

 
20

04
 

H
As

tV
 

- - 

H
As

tV
 

- - - - - - - - - 

Pe
río

do
 d

e 
co

le
ta

 

Ag
o 

20
04

 

H
As

tV
 

- - 

H
As

tV
 

H
As

tV
 

- - - - - - - - 

60
º0

5'
29

,4
" 

60
º0

1'
16

,4
" 

60
º0

1'
58

,9
" 

59
º5

7'
46

,1
" 

59
º5

7'
44

,9
" 

60
º0

0'
50

,2
" 

60
º0

0'
59

,5
" 

59
º5

8'
15

,0
" 

59
º5

4'
 2

5,
2"

 

60
º0

2'
12

,2
" 

59
º7

9'
 7

6,
2"

 

59
º5

6'
34

,9
" 

59
º5

6'
29

,0
" 

Ta
be

la
 5

.2
: D

et
ec

çã
o 

de
 a

st
ro

ví
ru

s 
hu

m
an

os
 (H

As
tV

) e
m

 á
gu

as
 

su
pe

rfi
ci

ai
s 

do
s 

ig
ar

ap
és

 d
a 

ci
da

de
 d

e 
M

an
au

s 
de

 a
co

rd
o 

co
m

 a
 

lo
ca

liz
aç

ão
 e

 c
ar

ac
te

rís
tic

a 
do

s 
po

nt
os

 d
e 

co
le

ta
 e

 p
er

ío
do

 d
e 

re
al

iz
aç

ão
 

C
ar

ac
te

rís
tic

as
 d

os
 p

on
to

s 
de

 
co

le
ta

 

Si
st

em
a 

de
 P

os
ic

io
na

m
en

to
 

G
lo

ba
l 

03
º0

0'
17

,9
" 

02
º5

8'
23

,4
" 

03
º0

7'
41

,5
" 

03
º0

3'
48

,1
" 

03
º0

3'
53

,0
" 

03
º0

3'
04

,4
" 

03
º0

8'
19

,5
" 

03
º0

6'
54

,1
" 

02
º5

4'
07

,4
" 

02
º4

5'
47

,7
" 

03
º0

2'
04

,9
" 

02
º5

8'
42

,6
" 

02
º5

9'
28

,5
" 

1  A
m

os
tra

 p
os

iti
va

 p
el

a 
qP

C
R

 . 
   

(-)
 =

 n
eg

at
iv

o 

Lo
ca

liz
aç

ão
 d

o 
Po

nt
o 

Es
tu

ár
io

 d
o 

Ta
ru

m
ã 

M
ei

o 
do

 T
ar

um
ã 

Es
tu

ár
io

 d
o 

M
in

dú
 

M
ei

o 
do

 M
in

dú
 

M
ei

o 
do

 M
in

dú
 

M
ei

o 
do

 M
in

dú
 

Es
tu

ár
io

 d
o 

Q
ua

re
nt

a 

M
ei

o 
do

 Q
ua

re
nt

a 

D
es

ca
m

pa
do

 0
1 

D
es

ca
m

pa
do

02
 

M
ai

nã
 G

ra
nd

e 

R
es

er
va

 D
uc

ke
 

R
es

er
va

 D
uc

ke
 

N
um

. 
Po

nt
o 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
 

11
 

12
 

13
 

Ba
ci

as
 

Ta
ru

m
ã-

Aç
u 

M
in

dú
 - 

Sã
o 

R
ai

m
un

do
 

Q
ua

re
nt

a 
- 

Ed
uc

an
do

s 

Pu
ra

qu
eq

ua
ra

 

Ta
ru

m
ã-

 A
çu

  

Pu
ra

qu
eq

ua
ra

 

TA
ru

m
ã-

Aç
u 

O
cu

pa
çã

o 
H

um
an

a 
/ 

Ár
ea

 

Ár
ea

 ru
ra

l 

Ár
ea

 u
rb

an
a 

 

Ár
ea

 ru
ra

l 

Fl
or

es
ta

 
Pr

im
ár

ia
 

 

 



 Aplicação de Metodologia de Concentração Viral para Detecção de Astrovírus em Águas Ambientais 

 

 45

Figura 5.14: Locais onde foram obtidas amostras de água superficial 

representando pontos onde foram e não foram dectados astrovírus humanos.  

                                      

                                                                                                                                                                   

                      
 

 

                        
 

 

 

                  
 

 

 

 
 
 

Ponto 3 Mindú - São Raimundo 

Ponto 1 Tarumã-Açu 

Ponto 4 Mindú - São Raimundo 
 

Ponto 5 Mindú - São Raimundo 

Ponto 10 - Descampado 

Ponto 11 - Floresta Primária 

Ponto 1, 3, 4 e 5 = detecção de HAstV 
Ponto 10 (Área Rural) e Ponto 11 (Floresta Primária) = ausência de HAstV 
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5.3.2  Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) 

 

 Foram obtidas 48 amostras de águas residuais em 24 coletas realizadas no 

período de janeiro a dezembro de 2005 na ETE do Campus Manguinhos.  Um total 

de 8 (16,7%) amostras foram positivas para HAstV, sendo 7 pela técnica de RT-

PCR convencional e uma pela qPCR tendo esta a concentração de 26,7 

cópias/reação. 

 A distribuição dos HAstV detectados por mês  e local de coleta demonstra 

que 50% (4/8) dos vírus foram detectados em amostras de esgoto tratado e que 

em duas coletas foram detectados HAstV em amostras provenientes de esgoto 

bruto (efluente) e esgoto tratado (afluente).  

 A contagem de Coliformes Totais e Fecais nas amostras de afluente e 

efluente demonstraram um alto percentual na eficiência de remoção de coliformes 

da ETE após tratamento (Tabela 5.3). 
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Tabela 5.3: Análise microbiológica (Coliforme Total e Fecal e detecção de 

Astrovírus) das amostras coletadas na Estação de Tratamento de Esgoto do 

Campus Manguinhos, no período de janeiro a dezembro de 2005. 

 
Efluente Afluente Eficiência na 

Remoção de 
Coliformes 

Coleta 

Colif.  
Total 

Colif. 
Fecal 

HAstrV Colif. 
Total 

Colif. 
Fecal 

HAstrV Colif. 
Totais 

Colif. 
Fecais 

1 1,90E+06 6,20E+05 - 5,45E+04 4,10E+03 + 97,13% 99,99% 

Ja
n 

2 5,30E+06 1,10E+06 - 6,60E+04 1,00E+04 - 98,75% 99,99% 

3 NR* NR* - NR* NR* + NR* NR* 

Fe
v 

4 2,31E+07 7,40E+06 - 3,69E+05 1,34E+05 - 98,40% 99,99% 

5 5,94E+07 8,60E+06 - 3,73E+05 5,20E+04 - 99,37% 99,99% 

M
ar

 

6 2,31E+07 7,40E+06 - 6,97E+04 1,10E+04 - 99,99% 99,99% 

7 6,80E+07 7,10E+06 - 1,90E+05 2,40E+04 - 99,72% 99,99% 

A
br

 

8 7,91E+09 2,43E+08 - 1,19E+05 2,00E+04 - 99,99% 99,99% 

9 5,25E+08 3,05E+07 - 3,93E+04 2,00E+03 - 99,99% 99,99% 

M
ai

 

10 NR* NR* - NR* NR* - NR* NR* 

11 NR* NR* - NR* NR* - NR* NR* 

Ju
n 

12 1,00E+08 1,33E+07 - 5,73E+05 7,40E+04 - 99,43% 99,99% 

13 1,18E+08 4,86E+07 - 1,03E+05 1,43E+04 - 99,91% 99,99% 

Ju
l 

14 1,78E+09 5,20E+07 + 1,66E+06 1,20E+05 + 99,91% 99,99% 

15 1,45E+09 1,00E+07 - 6,60E+05 2,70E+04 - 99,95% 99,99% 

A
go

 

16 5,24E+08 7,40E+06 - 3,28E+05 8,50E+03 - 99,94% 99,99% 

17 8,29E+09 3,10E+07 + 9,30E+06 NR*  -  NR* 

Se
t 

18 3,13E+09 3,00E+07 + 1,90E+06 2,00E+04 - 99,94% 99,93% 

19 7,27E+09 1,34E+08 - 1,12E+07 8,60E+04 - 99,85% 99,99% 

O
ut

 

20 1,39E+09 5,30E+07 +1 1,20E+06 4,10E+04 + 99,91% 99,99% 

21 1,57E+08 2,28E+07 - 3,13E+05 1,00E+04 - 99,80% 99,99% 

N
ov

 

22 6,21E+08 1,65E+08 - 2,39E+05 9,10E+04 - 99,96% 99,99% 

23 4,65E+08 4,00E+07 - 2,22E+04 1,00E+04 - 99,99% 99,99% 

D
ez

 

24 2,28E+08 1,00E+07 - 6,24E+04 9,70E+04 - 99,97% 99,99% 
 
NR= Não realizado; 1 Amostra positiva para HAstrV pela qPCR. 
(-)= negativo; (+)= positivo 
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5.3.3 Detecção de Astrovirus Humano – Reação em Cadeia pela Polimerase 

Qualitativa x Reação em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real Quantitativa  

 
 A avaliação destes métodos foi realizada partindo da hipótese de que não 

havia diferença de positividade entre os dois métodos. O teste 2 para 

independência apresentou o valor igual a 10,86 sendo o valor tabelado, para 1 

grau de liberdade e significância de 5%, de 3,84. Logo, existe diferença entre as 

metodologias utilizadas, demonstrando que a qPCR, embora detectando 18 

cópias/reação, apresentou menor positividade quando comparado com a PCR 

qualitativa. 
 

 
5.3.4 Caracterização Molecular dos Astrovírus Humano 

 
O seqüenciamento parcial do genoma foi realizado em uma amostra para 

confirmação e caracterização do genotipo circulante no ambiente. A amostra 

seqüenciada foi obtida na 2ª campanha de coleta na bacia Mindú-São Raimundo, 

no ponto 4, em Manaus. A sequência de 348 nucleotídeos (nt 4574 - 4921) da 

ORF-2 que codifica para a proteína do capsídeo do astrovírus humano foi 

depositada no GenBank com número de acesso EF100670.  

A análise filogenética desta amostra juntamente com os protótipos dos oito 

genotipos de HAstV descritos na literatura e disponíveis no GenBank permitiu 

caracterizar essa sequência como HAstV tipo 1 apresentando uma identidade 

nucleotítica de 97,4% com o protótipo (L23513) (Figura 5.14).   

Foram realizadas análises filogenéticas utilizando seqüências de amostras 

provenientes de diferentes localidades apresentando maior identidade nucleotídica 

(99,1% e 98,2%) com as amostras brasileiras obtidas em Campo Grande, no 

estado de Mato Grosso do Sul, 2003 (DQ139827) e em Goiânia, Goiás, 2001 

(DQ139828), respectivamente. 
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Figura 5.15: Árvore filogenética obtida a partir da análise de 348 nucleotídeos (nt 

4574 - 4921) da região (ORF2) que codifica para a proteína do capsídeo do 

astrovírus humano (HAstV).   

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 EF100670-Bra- Manaus-17-2004

 DQ139827-Bra-MS1-HAstV-1

 DQ139828-Bra-GO-HAstV-1

 AY324858-Arg158-HAstV-1

 U49216-Aus2-HAstV-1

 AF211964-Col503-HAstV-1

 HAstV-1(L23513)

 DQ139826-Bra-DF-HAstV-1

 AF175254-Aus-HAstV-1

 AF211956-Ven835-HAstV-1

 HAstV-6(L38507)

 HAstV-3(L38505)

 HAstV-2(L13745)

 HAstV-4(L38506)

 HAstV-8(Z66541)

 HAstV-7(L38508)

 HAstV-5(U15136)

 TAstV(NC 002470)

95

94

99

92

74

0.1

Os protótipos de HAstV estão indicados pelo número do genotipo 

seguido do número de acesso no GenBank (Exemplo: HAstV-1 L23513). A 

amostra seqüenciada neste trabalho e as demais amostras estão 

representadas pelo número de acesso no GenBank (Ex: EF100670). 

TAstV: astrovírus de peru.  
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6  DISCUSSÃO 

 

A água é constituinte essencial à vida e recurso precioso da humanidade. 

Quando negligenciada e contaminada se torna fonte de transmissão de várias 

enfermidades, principalmente as gastroenterites.  O consumo de água fora dos 

padrões de qualidade, o saneamento precário e as condições fisiológicas devido à 

má nutrição são fatores responsáveis pela manutenção da taxa de morbidade e 

pela alta taxa de mortalidade dessa enfermidade (GALDIERO et al, 2005).  

Atualmente, o HAstV é reconhecido mundialmente como um dos principais 

patógenos responsáveis pela etiologia da diarréia viral aguda (GOFTI-LAROCHE 

et al., 2003; WILHELMI et al,. 2003; ESPUL et al., 2004; VICTORIA, 2006).  

Devido à importância crescente dos HAstV nos casos de gastroenterite na 

década de 90, diferentes estudos realizados na Europa, EUA, América do Sul e 

África têm investigado estes vírus no ambiente e demonstrado sua presença em 

rios, represas, águas residuais e lodo (PINTO et al, 1996; MARX et al, 1998; 

CHAPRON et al, 2000; PINTO et al, 2001; TAYLOR et al., 2001; Le CANN et al., 

2004; MELEG et al., 2006; GUTIÉRREZ et al., 2007).  

No Brasil, diversos trabalhos têm sido desenvolvidos a fim de avaliar a 

qualidade microbiológica da água, com ênfase na pesquisa de contaminação 

bacteriana (ALVES et al., 2002; MARQUES, 2003; NOGUEIRA et al., 2003), 

sendo poucos os estudos que investigam a presença de vírus entéricos humanos 

em água ambientais (MEHNERT & STEWIEN, 1993, MEHNERT et al., 1997; 

QUEIROZ et al, 2000; VILLAR et al., 2006). A ausência de métodos de 

concentração viral de alta eficiência de recuperação e de métodos de detecção de 

baixo custo e complexidade tem sido apontada como responsável pelo pequeno 

número de estudos na área de virologia ambiental (TAVARES et al., 2005), 

havendo uma demanda crescente de estudos que estabeleçam métodos rápidos e 

sensíveis para detecção de vírus em amostras ambientais. 
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6.1 Métodos de Concentração e Detecção Viral. 

 

 Os primeiros trabalhos de detecção de HAstV em amostras de águas 

ambientais descrevem a associação de métodos de concentração viral  e 

isolamento de vírus em cultura de célula, seguido ou não de RT-PCR (PINTÓ et 

al, 1996; ABAD et al, 1996; MARX et al, 1998; CHAPRON et al, 2000; TAYLOR et 

al, 2001). Entretanto, os HAstV apresentam lenta propagação em cultivo celular, 

sendo considerados vírus fastidiosos o que determinou a eleição de métodos 

moleculares de detecção  para a realização deste estudo. A utilização da técnica 

de PCR para detecção apresenta vantagem em relação ao isolamento viral, 

principalmente em relação ao tempo de realização do método (ABBASZADEGAN 

et al, 1999, GOFTI-LAROCHE et al, 2001; CARDUCCI et al, 2003). A principal 

desvantagem apontada na utilização de técnicas moleculares em estudos 

ambientais é a sua incapacidade de distinguir vírus potencialmente infecciosos de 

vírus inativados. Entretanto, a baixa estabilidade do ácido nucléico livre no 

ambiente sugere que este método detecte partículas virais intactas e não o 

genoma viral livre da partícula, apesar do mesmo poder ser detectado mesmo 

quando os vírus estão inativados por desinfecção química, calor ou proteases 

presentes na água (CARDUCCI et al, 2003; MELEG et al, 2006). 

 Várias metodologias baseadas nas características físico-químicas das 

partículas virais podem ser utilizadas para a concentração viral nas amostras 

ambientais. Esses métodos utilizam a capacidade dos vírus de serem adsorvidos 

em matrizes carregadas positiva ou negativamente (membranas, fibras de vidro, 

de pó ou de algodão) e em uma posterior eluição química. As técnicas de 

concentração também podem estar baseadas no fato dos vírus apresentarem uma 

massa molecular relativamente alta, o que possibilita concentrá-los através de 

métodos de ultracentrifugação ou ultrafiltração (WYN-JONES & SELLWOOD, 

2001; FONG & LIPP, 2005; GARCÍA, 2006).          

 O método de adsorção-eluição utilizando membranas carregadas 

positivamente tem sido utilizado para a recuperação viral em amostras ambientais 

(STANDARD METHODS, 1995; MEHNERT et al, 1997; QUEIROZ et al, 2000; 
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FONG & LIPP, 2005). Entretanto, a utilização do extrato de carne para eluição do 

concentrado tem sido apontada como um fator inibidor da PCR e 

consequentemente, protocolos envolvendo adsorção-eluição com soluções 

inorgânicas tem se apresentado como uma alternativa quando a detecção viral é 

realizada por métodos moleculares. Em adição, estas membranas são mais 

eficientes na recuperação viral a partir de água do mar e em águas com alta 

turbidez do que as carregadas positivamente (LUKASIK et al, 2000; KATAYAMA 

et al, 2002; FONG & LIPP, 2005). 

 O protocolo utilizado nesse estudo, associando método de adsorção-eluição 

em membranas negativas seguido de ultrafiltração com qPCR, apresentou 

eficiência variável na recuperação de HAstV em diferentes matrizes aquáticas 

contaminadas experimentalmente. A recuperação variou de 2,4% a 65% 

dependendo do tipo de água utilizada para o estudo experimental. KATAYAMA e 

colaboradores (2002) descreveram uma recuperação viral variando de 50 a 70% 

para poliovírus em água de mar inoculada artificialmente. ROSE et al. (2006) 

utilizando o método descrito por KATAYAMA et al. (2002) obtiveram uma taxa de 

recuperação de 71% em água marinha para poliovírus, porém para HAV a taxa foi 

de 12%. Em um outro estudo, FUHRMAN et al. (2005) utilizando o mesmo método 

para enterovírus a taxa de recuperação foi de 51% em água doce e 23% em água 

do mar. Nesse mesmo trabalho também está demonstrado que concentrações 

mais baixas de vírus, que refletem melhor a realidade de concentração de vírus 

em amostras ambientais, apresentam uma taxa de recuperação menor e mais 

variável, sendo de 17% para água doce e 12% em água marinha. Corroborando 

com FUHRMAN e colaboradores (2005) também encontramos nesse estudo uma 

taxa de recuperação maior em águas de rio (65%) do que em águas do mar 

(11%).  

 Novos estudos avaliando o papel dos inibidores presentes principalmente 

em águas residuais devem ser estimulados, uma vez que esta é a primeira 

descrição da utilização do método descrito por KATAYAMA et al (2002) para 

detecção de HAstV em amostras ambientais. Substâncias químicas orgânicas e 

inorgânicas como ácido húmicos, tânicos, metais pesados e outros têm sido 
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descritos como importantes fatores de inibição de detecção viral (IIZERMAN et al., 

1997). 

 

6.2 Estudo de Campo - Detecção e Caracterização de Astrovírus em Águas 
de Igarapés de Manaus e Esgoto  

 

 Os percentuais de detecção de HAstV foram similares nos ecossistemas 

investigados: 17,3% em amostras de água doce e 16,7% na ETE, que se 

apresentaram dentro do esperado para amostras ambientais. A freqüência de 

HAstV em amostras ambientais tem variado de  6 a 50% (PINTO et al, 1996; 2001; 

MARX et al, 1998; CHAPRON et al, 2000; TAYLOR et al, 2001; GOFTI-LAROCHE 

et al, 2003), enquanto que na população, a prevalência de gastroenterites 

associadas a HAstV varia entre 2 a 11% em países desenvolvidos e 2 a 26% em 

países em desenvolvimento (CHIKHIN-BRACHET et al., 2002, CUNLIFE et al., 

2002; DALTON et al., 2002; RATCLIFF et al, 2002). No Brasil, a prevalência de 

HAstV em população pediátrica varia de 2 a 14% (STEWIEN et al., 1991; 

CARDOSO et al., 2002; GABBAY et al., 2005; 2006; SILVA et al., 2006; 

VICTORIA, 2006).  

 Entretanto, alguns estudos realizados principalmente em águas residuais 

demonstram elevados percentuais (43 a 100%) de HAstV no ambiente 

(CHAPRON et al, 2000; NADAN et al, 2003; LE CANN et al, 2004; MELEG et al, 

2006), sugerindo que a maioria das infecções causadas por HAStV podem ser 

assintomáticas e/ou apresentarem uma morbidade digestiva branda levando a  

uma subestimativa da prevalência real da infecção por esse vírus na população 

(KURTZ & LEE, 1987; EGGLESTONE et al., 1999; MELEG et al., 2006). MELEG 

et al (2006) sugerem que estudos realizados com amostras ambientais possam 

substituir os realizados somente com a utilização de amostras clínicas 

hospitalares, para uma melhor determinação da circulação dos HAstV, visto que, 

já foi observado uma prevalência maior desses vírus no ambiente do que em 

amostras clínicas. 
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6.2.1 Água de Igarapés de Manaus 

 

 A investigação de HAstV nos igarapés de Manaus, Amazônia Central, fez 

parte de um estudo que teve como objetivo determinar a presença dos principais 

vírus responsáveis pela gastroenterite aguda em águas ambientais e demonstrar a 

contaminação viral decorrente do rápido e desordenado crescimento da cidade. 

  Neste contexto, a detecção de outros vírus foi realizada (ANEXO 10.1) e a 

metodologia de adsorção-eluição em membrana carregada negativamente 

associada com o método de detecção molecular (PCR convencional) se mostrou 

eficiente não só para a recuperação de HAstV assim como para uma ampla 

variedade de vírus em água de rio (ANEXO 10.1, DE PAULA et al, in press) 

 Ainda dentro do mesmo projeto, em colaboração com o Instituto Leônidas & 

Maria Deane, realizou-se uma avaliação da contaminação bacteriana pela 

pesquisa de Coliformes Totais e Fecais. O resultado microbiológico demonstrou 

que níveis de Coliformes Totais e Fecais excederam os valores recomendados 

pela Organização Mundial de Saúde (5000 e 1000 NMP/100 mL), 

respectivamente, em 67% (35/52) e 73% (38/52) das amostras de água (dados 

não apresentados). Somente 2 pontos  (ponto 1  - Estuário do  Tarumã-Açu - e 

ponto 12 - Reserva Ducke) foram negativos para contaminação fecal nas quatro 

campanhas de coleta realizadas durante este estudo. Interessantemente, duas 

amostras de HAstV foram detectadas em um destes pontos (ponto 1), sugerindo 

que a presença viral não apresenta correlação com os padrões bacterianos, 

corroborando resultados similares obtidos em outros estudos (BOSCH, 1998; HOT 

et al., 2003; PUSCH et al., 2005). 

 Os dados de contaminação microbiológica (viral e bacteriano) se somam a 

trabalhos que demonstram a atividade antropogênica na região, aonde o 

desenvolvimento urbano ao longo dos igarapés, conduziu à perda da 

biodiversidade e a uma diminuição na qualidade da água nestes ecossistemas, 

principalmente devido à descarga de esgoto sem tratamento, diretamente nos 

igarapés (MELO et al., 2005; CASEY et al., 2006; COUCEIRO et al., 2007;ANEXO 

10.1). 
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 Com relação aos casos de diarréia na cidade de Manaus, verifica-se um 

grande número de ocorrências em todas as áreas da cidade. Em 2002, foi 

registrado um total de 52.787 casos, sendo a maioria deles ocorrendo nas zonas 

Norte e Leste da Cidade (INFORME GEO MANAUS, 2002). Embora não se tenha 

estudos específicos sobre os HAstV na cidade de Manaus, os vírus encontrados 

no ambiente refletem a circulação dos mesmos na população local. É fato 

conhecido que 1/3 dos casos de diarréia mundial são de origem viral e que os 

HAstV estão entre os principais agentes desta infecção (GLASS et al 2001). Desta 

forma, os resultados obtidos neste estudo contribuem com informações pioneiras 

sobre a circulação de HAstV na cidade Manaus. 

 

 

6.2.2 Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) 

 

 Dados referentes à investigação de HAstV na  ETE demonstraram 50% de 

detecção viral tanto no efluente quanto no afluente. Este dado sugere que os 

HAstV resistem ao tratamento de esgoto realizado na ETE, se mantendo no 

ambiente após o despejo no corpo d´água e não apresentando relação com a alta 

eficiência na remoção dos Coliformes Totais e Fecais. 

 A presença de HAstV na ETE corrobora estudos que detectam a presença 

de HAstV no efluente e no afluente (NADAN et al, 2003; LE CANN et al, 2004; 

MELEG et al , 2006). No mesmo projeto de estudo da ETE o índice de remoção de 

HAV (42,3%) foi menor que o de Coliforme Total e Fecal (ANEXO 10.2). LE CANN 

et al (2004) demonstraram a presença de HAstV com média de quantificação de 4 

X 106 no efluente e de 1 X 104 no afluente, apresentando uma redução de 99%, 

sendo uma taxa de redução similar a de coliformes da ETE estudada neste 

trabalho. Outros estudos demonstram a presença de outros vírus, como 

enterovírus, NoV, HAV, RV-A e HAdV 40 e 41 no esgoto, com a presença viral 

podendo ser detectada no efluente e afluente das ETEs (MEHNERT et al 1993; 

TSAI et al, 1993; LAVERICK et al, 2004; FORMIGA-CRUZ et al, 2005, ANEXO 

10.2) 
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 Índices elevados de HAstV em ETEs, como demonstrados em alguns 

estudos, de 43 a 100% no efluente e 82,3% no afluente (NADAN et al, 2003; LE 

CANN et al, 2004; MELEG et al, 2006), são explicados pela alta soroprevalência, 

em torno de 80-90%, na população total e também pelo fato de a maioria das 

infecções por HAstV serem assintomáticas. Além disso, esse vírus tem um alto 

percentual de excreção e grande estabilidade no ambiente. Neste estudo, a 

prevalência de 16,7% pode ser explicada pelo fato da baixa carga orgânica que 

alimenta a ETE em estudo e também pelo fato de sua população ser restrita, 

podendo não ser uma boa representação da população geral, visto que, a maioria 

das infecções sintomáticas são encontradas principalmente em crianças abaixo de 

cinco anos, imunocomprometidos e idosos e também pela baixa taxa de 

recuperação do método nessa matriz aquática. A realização de estudos em ETEs 

que atendam a uma maior rede de esgoto representando melhor a população 

como um todo, seriam importantes para a verificação da freqüência e circulação 

de HAstV no ambiente e na comunidade. 

 

6.2.3 Considerações finais 

 

 Em ambos os estudos de campo (água de rio e esgoto), ficou evidente que 

o protocolo de qPCR não foi capaz de detectar um maior número de amostras 

quando comparado com o PCR qualitativo. Embora descrito como mais sensível e 

recomendado para utilização em amostra ambiental, aonde é baixa a 

concentração viral (DONALDSON et al, 2002; LAVERICK et al, 2004; LE CANN et 

al, 2004;) o qPCR utilizado (LE CANN et al, 2004) não apresentou resultados 

satisfatórios. A diferença da região alvo dos iniciadores específicos para as 

metodologias utilizadas (PCR e qPCR) poderiam explicar esta discordância de 

resultados, entretanto, estudos anteriores descrevem a sensibilidade dos 

iniciadores utilizados (MITCHELL et al, 1995; NOEL et al, 1995; MARX et al, 1998; 

TAYLOR et al, 2001; ZHANG et al, 2006). Por outro lado, alguns estudos também 

descrevem uma sensibilidade mais baixa da técnica de qPCR em comparação ao 

PCR tradicional (GRIMM et al, 2004; NOBLE et al, 2003). 
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 Outros protocolos de qPCR para detecção de HAstV foram desenvolvidos 

(ROYUELA et al, 2006; ZHANG et al, 2006) porém utilizando amostras clínicas e  

o fluoróforo SYBR® Green.  

 A implantação do método de qPCR descrito por LE CANN et al (2004) para  

amostras ambientais que utiliza os fluoróforos do sistema  TaqMan® (composto de 

uma sonda específica), foi efetuada com o estabelecimento da curva padrão para 

a realização dessa técnica. Os padrões desenvolvidos e utilizados nessa curva 

apresentaram parâmetros de sensibilidade muito próximos (18 cópias/reação) aos 

determinados por LE CANN et al (2004) (26 cópias/reação). ZHANG et al (2006) 

utilizando estes mesmos iniciadores no sistema SYBR® Green atingiu uma 

sensibilidade de 5 cópias/reação. Embora de custo menor e com um aumento na 

sensibilidade do teste, a ocorrência de reações inespecíficas tem sido apontada 

como um dos problemas do SYBR® Green (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004).  

 Os protocolos de TaqMan®  utilizando sondas específicas aumentam a 

especificidade do teste, porém neste estudo pode ter sido responsável pela baixa  

detecção de HAstV. A variabilidade dos HAstV pode dificultar que uma única 

sonda específica detecte todos os genotipos do vírus (ZHANG et al, 2006). Além 

disso, muitos estudos indicam a prevalência dos genotipos de HAstV pode variar 

com a localização geográfica e época do ano (SAKAMOTO et al, 2000; GUIX et al, 

2002). Nossos dados sugerem que a sonda desenvolvida por LE CANN et al 

(2004) pode ter apresentado uma alta especificidade na detecção dos HAstV 

explicando a baixa detecção nas amostras.  

 O estabelecimento de uma técnica eficiente de qPCR é necessário, seja 

com um novo conjunto de iniciadores, uma nova sonda ou a utilização de 

protocolos com SYBR® Green deve ser considerada uma vez que esta 

metodologia é uma ferramenta  de grande importância para a detecção de vírus  

no ambiente. Além de sensível, é capaz de gerar resultados quantitativos, possui 

maior rapidez na análise das amostras, apresentando, potencialmente, um menor 

risco de contaminação, evitando análises posteriores a amplificação.  

Outro desafio no estabelecimento de metodologias no campo da virologia 

ambiental é a caracterização molecular das amostras obtidas. Neste estudo, a 
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perda de DNA durante o procedimento de purificação, possivelmente devido a 

baixa titulação viral encontrada nas amostras ambientais, não permitiu o 

sequenciamento de grande parte das amostras detectadas. Somente uma amostra 

proveniente da 2ª campanha de coleta de Manaus foi seqüenciada e caracterizada 

como HAstV-1. Esse genotipo é associado a vários surtos no Brasil e no mundo 

sendo reconhecido como o genotipo predominante (NOEL et al., 1995; LISTE et 

al., 2000; MÉNDEZ-TOSS et al., 2000; SAKAMOTO et al., 2000; SILVA et al., 

2001; CARDOSO et al., 2002; DALTON et al., 2002; GABBAY et al., 2005; SILVA 

et al., 2006; VICTORIA, 2006). Em adição, as amostras positivas pelo qPCR não 

apresentaram resultado positivo pelo RT-PCR  não possibilitando a caracterização 

molecular das mesmas.   

 A implantação de técnicas de concentração, detecção, caracterização e 

quantificação viral em amostras ambientais vêm ganhando importância nas 

pesquisas em saúde pública e qualidade da água. Essas ferramentas têm se 

tornado cada vez mais necessárias para um controle mais eficiente da qualidade 

das águas, podendo fornecer subsídios para atender futuras normas de controle 

microbiológico que exijam a pesquisa de vírus entéricos.  Esses métodos 

permitem a determinação do envolvimento real das águas contaminadas na 

transmissão de doenças, entre elas, hepatites, conjuntivites e gastroenterites. O 

estabelecimento e implantação dessas técnicas em amostras ambientais 

possibilitam o esclarecimento da epidemiologia das infecções, monitoramento do 

nível dos vírus nas amostras ambientais, a verificação da eficiência na remoção de 

partículas virais em diferentes tratamentos usados em ETE e para desinfecção de 

água potável. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 A associação dos métodos utilizados de concentração e detecção 

evidenciaram a presença de HAstV em água ambientais. 

 

 Em estudo experimental, a associação dos métodos de concentração 

utilizando membranas carregadas negativamente e detecção por qPCR 

demonstrou eficiência variável (2,4 a 65,4%) de acordo com as matrizes 

aquáticas testadas, sendo mais eficiente em água de rio. 

 

 Em estudo de campo nos igarapés de Manaus, os HAstV foram detectados 

em 17,3% (9/52) das amostras, não apresentando diferença significativa da 

presença viral entre as áreas urbana e rural dos igarapés. A amostra de 

HAstV circulante em Manaus foi caracterizada como HAstV-1. 

 

 No estudo de campo realizado na Estação de Tratamento de Esgoto foram 

identificados 16,7% (8/48) de HAstV nas amostras, apresentando 

positividade de 50% no efluente e no afluente da ETE, demonstrando a 

resistência do vírus ao tratamento. 

 

 O protocolo de PCR qualitativo (15%) apresentou maior positividade que o 

qPCR (2%) sendo recomendado para estudos utilizando amostras 

ambientais. 

 

 A baixa detecção de HAstV pelo qPCR sugere alta especificidade da sonda 

utilizada no método, que deve ser otimizado para detecção de um maior 

número de amostras.  
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8 PERSPECTIVAS 

 

O método implementado neste estudo se apresenta como uma ferramenta 

indispensável para o esclarecimento de surtos de HAstV de veiculação hídrica, 

assim como abre novas perspectivas para a realização de diversos estudos no 

campo da virologia ambiental: determinação da qualidade das águas, eficiência na 

remoção de partículas virais em diferentes métodos de  tratamento e desinfecção 

de água potável.  

Entretanto, os resultados obtidos apontam também a necessidade de se 

aperfeiçoar as metodologias de concentração e detecção de HAstV utilizando 

qPCR, principalmente para detecção destes vírus em águas residuais e de 

consumo. Serão implementadas algumas modificações tais como: variações na 

concentração de Mg2Cl, assim como aprimoramento da técnica de qPCR com a 

utilização de uma nova sonda ou o fluoróforo SYBR® Green.  
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ANEXO 10.1 
 

“Molecular detection and characterization of gastroenteritis viruses 

occurring naturally on the water streams in Manaus, Central Amazônia, 

Brazil.” 
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“Molecular detection of Hepatitis A virus in urban sewage in Rio de 

Janeiro, Brazil.” 
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