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RESUMO

A pesquisa de agentes virais em amostras de agua coletadas no ambiente teve seu inicio ha
aproximadamente sessenta anos. Inicialmente, o enfoque dos trabalhos estava voltado para a
detecc@o dos enterovirus. Posteriormente outros virus, especialmente entéricos com relevante
impacto em satide publica, tornaram-se alvo de pesquisa quanto a sua presenga em amostras de
agua. Os agentes virais, normalmente associados a gastroenterites e hepatites, t€m como principais
caracteristicas excregao em altas quantidades nas fezes de individuos infectados, elevada resisténcia
a inativagdo no ambiente e auséncia de replicagdo fora do hospedeiro. Tais caracteristicas biologicas
os tornam excelentes marcadores da contaminagdo ambiental oriunda da colonizago de novas areas
pelo ser humano e podem atestar falhas nas estratégias de saneamento basico. Mais recentemente,
o Torque Teno virus (TTV) vem sendo considerado um candidato em potencial a agente biologico
marcador no estudo de contaminagao fecal da 4gua por apresentar as caracteristicas anteriormente
mencionadas para os virus entéricos e estar amplamente disseminado na populagdo humana.

DESCRITORES: Torque Teno virus. TTV. Biomarcadores. Impacto ambiental.
INTRODUCAO

Virus entéricos, tais como os Poliovirus, Rotavirus, Calicivirus e o Virus
da hepatite A e até potenciais zoonoses como a hepatite E, compreendem os agentes
virais que estdo presentes no trato gastrointestinal humano e sdo transmitidos por
via fecal-oral em razdo da contaminag@o do solo, de alimentos e da agua (Teixeira
& Leal, 2002; Tavares et al., 2005). Estes virus sdo importantes agentes etiologicos
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de gastroenterites e hepatites em humanos e, em razo de sua veiculagio hidrica, sdo
motivo de preocupacao constante em saude publica.

AGENTES VIRAIS COMO MARCADORES DE QUALIDADE DA AGUA

No atual sistema de monitoramento da qualidade da agua, a Escherichia
coli e demais microrganismos pertencentes ao grupo dos coliformes termotolerantes
sdo as bactérias marcadoras da poluicdo fecal em aguas e esgoto (Resolugdo
CONSEMA n° 128/2006). Tal indicador tem se mostrado insuficiente, pois
esses microrganismos podem ndo atestar o risco virolégico no ambiente (Dore
et al., 2000; Duran et al., 2002; Haramoto et al., 2005b; Griffin et al., 2008). Os
enterovirus, adenovirus e outros virus entéricos podem ser encontrados em esgotos
sanitarios contaminando o ambiente aquatico que futuramente poderia ser usado
como fonte de agua potavel. A contaminagdo viral de aguas subterraneas e pogos
também tem sido relatada (Teixeira & Leal, 2002).

Os virus entéricos sdo em geral eliminados em quantidades relativamente
grandes pelas fezes de individuos infectados, podendo atingir titulos virais de
aproximadamente 10% a 10" particulas virais por grama de fezes, conforme o
agente viral analisado, por isso representam potencial risco a saide da populagdo
(Mehnert, 2003). A presenga desses patdgenos pode estar associada a ocorréncia de
doengas em individuos susceptiveis (Tavares et al., 2005), o que constitui um grande
obstaculo as estratégias de uso e reuso da agua.

Os virus excretados pela via fecal sdo, em geral, ndo envelopados, o
que lhes confere elevada resisténcia a condigdes ambientais adversas. Podem
permanecer vidveis por longos periodos na agua, at€¢ mesmo em ambiente marinho
e em aguas subterraneas, resistindo a condi¢des ambientais desfavoraveis ou letais
para outros microrganismos, tais como extremos de pH, elevadas temperaturas e
elevada salinidade (Ley et al., 2002; Griffin et al., 2008).

Emborando se multipliquem quando estao dispersos no ambiente por serem
parasitos intracelulares obrigatorios, os virus ndo envelopados sdo geralmente mais
resistentes as intempéries do que os procariotos, bem como aos métodos quimicos
e fisicos utilizados no tratamento de agua e esgoto. Assim, os virus apresentam
vantagens em relac@o as bactérias como marcadores de eficiéncia do processo de
descontaminag@o da agua, ja que os procariotos sao mais susceptiveis aos processos
de tratamento quimico-fisico e a degradagdo ambiental (Jiang et al., 2007). Muitos
virus entéricos sdo mais resistentes do que bactérias aos processos de desinfec¢@o
por tratamento de cloragdo e radiagdo ultravioleta; as bactérias, por sua vez, sao
mais facilmente removidas pelos processos de filtragdo (Griffin et al., 2008). Desse
modo, a auséncia ou baixa concentragdo de bactérias de presumida origem fecal na
agua ndo significa auséncia de virus entéricos (Jiang et al., 2007).

A falta de rotinas de analise virologica pelos servigos de monitoramento
dos sistemas de fornecimento de agua potavel é problema mundial. Acredita-se que
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esse fato venha contribuindo para os episodios de surtos de gastroenterites e para
a elevada prevaléncia de hepatites dos tipos A ¢ E, especialmente nos paises em
desenvolvimento (Teixeira & Leal, 2002).

TORQUE TENO VIRUS

O Torque Teno virus (TTV) ¢ um virus ndo envelopado, pequeno,
composto por DNA fita simples, circular com polaridade negativa e formado por
3,4 — 3,9 kb de comprimento (Mushahwar et al., 1999; Okamoto et al., 2000a,b;
Watanabe et al., 2005; Devalle & Niel, 2005) ¢ diametro de 30-32 nm (Itoh et
al., 2000). Além disso, este virus pode exibir caracteristicas similares aos virus
entéricos patogénicos (Griffin et al., 2008). O genoma ¢ bastante reduzido, sendo
composto por apenas 3.852 nucleotideos (Kakkola, 2008). Recentemente, o TTV
foi classificado no género Anellovirus ¢ familia Circoviridae (Diniz-Mendes et
al., 2004), tendo sido detectado ndo apenas em humanos, mas também em outros
mamiferos, tais como felinos, caninos e suinos (Devalle & Niel, 2005). H4 também
achados de fragmentos genomicos de DNA de TTV em chimpanzés, primatas e
animais de fazenda (Okamoto et al., 2000). O TTV ja foi detectado em bovinos,
suinos, aves, ovinos e também em varios primatas ndo humanos (Brassard et al.,
2008). Estudos identificaram a presenca de TTV suino em até 66% de amostras
coletadas de animais sadios. O genoma do TTV de origem suina € menor e, quando
comparado aos isolados de humanos, possui similaridade em torno de 45% em
relagdo as sequéncias gendmicas do TTV humano (Mckeown et al., 2004).

Apesar do pouco conhecimento sobre suas propriedades bioldgicas,
sabe-se que o virus apresenta consideravel diversidade genética, tendo sido
encontrados cerca de quarenta genotipos, os quais podem ser classificados em cinco
grupos que teoricamente podem apresentar diferentes niveis de viruléncia (Maggi
et al., 2007). Embora a associacdo do TTV com indugdo de doenga em humanos
seja discutivel, estudos indicam que o gendtipo 1, especificamente, tem possivel
participagdo nestes processos (Watanabe et al., 2005).

HISTORICO E IMPORTANCIA CLINICA DO TTV EM SERES HUMANOS

Acredita-se que seu nome esteja associado as iniciais (TT) do primeiro
paciente investigado pelo grupo de pesquisadores, embora essas iniciais também
possam representar transfusion-transmitted virus (Watanabe et al., 2005; Nasser,
2007). O TTV foi isolado primeiramente pelo pesquisador japonés Nishizawa e
seus colaboradores (1997), a partir de amostras bioldgicas de pacientes com hepatite
pos-transfusional de etiologia desconhecida. Posteriormente, foi detectado em
diversos paises (Okamoto et al., 2000; Bassit et al., 2002, Devalle & Niel, 2005;
Diniz-Mendez et al. 2004).

Inicialmente suspeitou-se que o TTV causava hepatites, mas recentes
estudos indicam que este virus pode ndo provocar sérios problemas de satde (Abe

Vol. 38 (3): 145-154. jul.-set. 2009 147



et al., 1999). Outros estudos, porém, indicam que varios gendtipos podem ser
responsaveis por provocar doengas em humanos (Takahashi et al., 1998).

A presenca do TTV foi identificada em aproximadamente 50% dos casos
de hepatites cronicas ou agudas e 12% de doadores de sangue em estudo realizado
no Japdo (Okamoto et al., 1998). Em estudo realizado no Brasil por Bassit et al.
(2002), foi observada a presenga do TTV em 85,3% dos doadores de sangue e em
81,2% das criangas e adolescentes pesquisados. Tais resultados, além de um grande
namero de relatos da deteccdo do virus em individuos saudaveis e da auséncia
de um modelo experimental adequado para a infecgdo, ndo permitem confirmar
a participacdo do TTV como agente etiologico de alguma doenga especifica em
humanos, uma vez que o TTV € um virus presente em mais de 80% da populacgo
em todo o mundo (Devalle & Niel, 2005).

O TTV causa infec¢bes cronicas e esta presente no plasma, tecidos e
fluidos corporais de mais de 80% de doadores de sangue saudaveis (Maggi et
al., 2007) e estudos tém mostrado que o virus persiste por periodos prolongados
ou indefinidamente no plasma de individuos infectados. Além disso, de acordo
com o estudo feito por Nasser (2007), o TTV é mais prevalente em individuos
soropositivos a0 HIV em comparagdo com individuos saudaveis. Embora ainda a
significancia clinica da associagdo do TTV com HIV necessite ser elucidada, esse
estudo sugere que a presenca do TTV pode estar relacionada a uma diminuigio da
carga viral do HIV em individuos portadores.

No Brasil, o TTV foi detectado em pacientes com doengas hepaticas
cronicas nas Regides Sudeste e Norte do pais (Pinho et al., 1998). Outros estudos
tém evidenciado a presenga DNA de TTV em tecidos, fluidos corporais (saliva,
urina, fezes e sémen) e em varios 6rgdos humanos como figado, bilis, medula dssea,
nodo de linfa, muasculo, tiredide, glandulas, pulmao, bago, pancreas, rim, regido
gastrica, cérebro e outros (Kakkola et al., 2008).

EPIDEMIOLOGIA

Ainda que inicialmente se acreditasse que a principal via de transmissao
do TTV fosse a transfusdo sanguinea, a presenca de TTV nas fezes de individuos
saudaveis ¢ ubiqua, sendo presumivel que a infecgdo estd amplamente disseminada
na popula¢ao humana. Assim, o TTV, por ser um virus ndo envelopado e possuir
excrecdo por diferentes vias, incluindo a via fecal, pode ser considerado como um
interessante candidato a agente biologico marcador no estudo de contaminagio fecal
de dguas, tal como ocorre com outros microrganismos dotados de disseminagao hidrica
(Fong & Lipp, 2005). Segundo Berns (1996), os tratamentos com virucidas utilizados
para inativar virus envelopados, como solvente-detergente com aquecimento a seco a
95°C /96 horas, demonstram ser pouco efetivos na destruigdo da estrutura viral.

Embora estudos complementares sejam necessarios para uma melhor
compreensdo deste agente, pesquisas moleculares apontam a presenca do TTV
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em 60% a 80% da populagdo suina em analises de amostras de soro. Sendo a
epidemiologia do TTV pouco compreendida, suspeita-se que a rota fecal-oral
represente uma importante via de transmissdo do TTV também em suinos.
Entretanto, estudos tém demonstrado uma baixa prevaléncia do TTV em bovinos,
0 que poderia ser explicado pela replicago viral em baixos titulos nesses animais e
pela elevada variabilidade das amostras virais que afetaria os limiares de deteccao
por métodos moleculares. Assim, futuras pesquisas devem determinar a prevaléncia
do TTV na espécie bovina e elucidar os fatores que afetam as diferengas na
prevaléncia TTV em suinos e bovinos, ainda que fatores ambientais possam estar
relacionados (Brassard et al., 2008).

DETECCAO MOLECULAR DE VIRUS EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Inicialmente, para a pesquisa de virus em ambiente aquatico utilizava-se
grande volume de agua, chegando a serem usados em torno de 500 litros de
amostra para a detecgdo viral (Haramoto et al. 2004). Outros estudos sugerem
como recomendavel o uso de 10 litros de dgua como amostra, com a coleta em
um processo de concentragdo das amostras por filtros e elui¢do, centrifugagido ou
outras metodologias com o fim de concentrar as escassas particulas virais presentes
(Haramoto et al., 2005b). Estudos recentes tém mostrado que a quantidade de
amostra pode ser significativamente reduzida comparativamente a estudos
anteriores, chegando em alguns deles a 500 mL, como descreveram Haramoto
et al. (2005b) e Albinana-Gimenez et al. (2009). Este tltimo estudo mostrou que
quantidades menores de amostra facilitam a detecg@o viral por métodos moleculares,
tendo sido comparados volumes de amostra de 40 mL, 1 litro, 10 litros e 50 litros.
O estudo mostrou que amostras de 10 litro e 50 litros apresentaram a menor taxa de
detec¢do viral e uma alta inibigdo na reagdo em cadeia da polimerase (PCR), dada
a concentracdo de inibidores da reagdo no processo, obtendo-se limites de detecgo
de2,5x10' GC/Lpara50Le 1,25 x 10> GC/L para 1 € 10 L. Encontrou-se, dessa
forma, uma maior sensibilidade analitica na detecgdo em amostras da ordem de 1 e
10L. Além disso, diversos volumes de amostra de agua de rio com elevada turbidez
e significativa contaminaggo viral fecal foram comparados e o volume de 1L foi o
que apresentou a maior taxa de deteccdo viral (Albinana-Gimenez et al., 2009).

O TTV ¢ transmitido pela via fecal-oral e pode ser detectado por meio de
ensaios moleculares que possuem caracteristicas de sensibilidade e rapidez como, por
exemplo, a PCR (Griffin et al., 2008), que nos tltimos anos tem sido utilizada para
deteccgo de virus em amostras ambientais (Katayama et al., 2002 e Ley et al., 2002).
O desenho de oligonucleotideos para deteccio de TTV muitas vezes esta voltado para
a amplificacdo de sequéncias de uma regido codificante, com sucesso para detectar
TTV do grupo 1, ao passo que para detectar TTV de todos os grupos conhecidos
normalmente tém sido utilizados iniciadores baseados em uma regido ndo codificante
(Okamoto et al., 1998; 2000c). Além disso, regides conservadas do genoma viral
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podem constituir alvos capazes de permitir a detec¢do de um niimero maior de
amostras de TTV, mesmo de genogrupos nio conhecidos (Devalle & Niel 2004).

O uso da PCR ¢ de grande importancia na deteccdo de contaminacgo
por virus em amostras ambientais, principalmente pelo fato de que muitas vezes
os agentes virais estdo extremamente diluidos nas amostras de agua, necessitando,
portanto, de uma técnica de elevada especificidade para sua detecgdo (Vaidya et
al., 2002). Essa metodologia ainda tem o beneficio adicional da determinacéo de
sequéncias especificas do material genético detectado, auxiliando na caracterizagdo
dos agentes encontrados por filogenia molecular. A principal desvantagem ¢ que a
PCR ou outros métodos de detec¢do molecular ndo permitem distinguir particulas
virais viaveis de particulas ndo infecciosas na amostra em teste, o que s é possivel
complementando os ensaios com cultivos celulares (Tavares et al., 2005).

No caso especifico da detec¢do de TTV em amostras de agua, varios
estudos tém revelado o aspecto promissor deste agente, quando analisado ao lado de
outros agentes virais, como marcador de poluicdo fecal (Griffin et al., 2008). Mesmo
no Brasil, outros grupos de pesquisa ja obtiveram resultados de extrema relevancia
sobre a relagdo entre TTV e poluigdo fecal. O relato mais recente no pais refere-se
a cidade de Manaus (Diniz-Mendez et al., 2008), em estudo no qual foi utilizada a
coleta de amostras de 2 litros de agua da bacia de cursos d’agua que atravessam a
cidade, seguida de concentrag@o viral de acordo metodologia descrita anteriormente
(Katayama et al., 2002) com algumas modificagdes, extracdo de material genomico
viral conforme métodos usuais e deteccdo por metodologia molecular por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) em tempo real (QPCR) comparada a PCR convencional.
Os pesquisadores observaram a presenga de TTV em 92% das amostras de agua
analisadas e processadas por qPCR. Na mesma pesquisa também foram analisadas
as amostras seguindo a metodologia por PCR convencional, na qual o resultado
positivo para o TTV foi de 36,5%.

TTV COMO MARCADOR DE POLUICAO AMBIENTAL

No atual sistema de abastecimento ¢ monitoramento da qualidade e
potabilidade da dgua, somente os coliformes totais e Escherichia coli sdo parametros
indicadores de contaminag@o fecal. Sabe-se que estes indicadores bacterianos ndo
asseguram total protecdo a saide ptblica, visto que muitas doengas de origem viral
podem ser oriundas de dguas nas quais a auséncia de bactérias tenha sido detectada,
além de se observar que apos o tratamento da aguaaindase observaapresengado TTV
e de outros virus (Griffin et al., 2008). Além disso, estudos relatam elevada presenga
de TTV em aguas antes e apos tratamento. No Jap@o, o TTV foi detectado em 97%
das amostras de esgoto, sendo 18% antes da cloragdo e 24% apds a cloragdo, o que
indica que o virus estava amplamente disseminado na populagdo japonesa durante
um ano de estudo (Haramoto et al., 2005a). Tais dados podem ser comparados com
o estudo realizado por Vaidya et al. (2002), na india, no qual observaram a presenga
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de 14,5% e 2% de amostras positivas para o TTV, respectivamente antes e apds
tratamento, o que significa prevaléncia muito mais baixa.

Naio existem ainda dados tomados de forma semelhante para a Regido Sul
do Brasil. Até o momento nosso grupo de pesquisa vem realizando experimentos com
diversos agentes virais, entre os quais se destacam Torque teno virus, Adenovirus e
Enterovirus. Estamos avaliando amostras de diferentes origens, como agua de rio,
amostras de estagdes de tratamento, agua mineral e efluentes de origem pecuaria. A
metodologia para a concentragdo de tais amostras segue protocolo modificado de
Katayama et al. (2002), seguido de extragdo viral por meio de sistemas comerciais
de extragdo de genomas virais conforme as orientagdes do fabricante e realizagdo
da técnica de amplificagdo por PCR de fragmentos altamente conservados do gene
ORF2, utilizando iniciadores desenhados originalmente para este trabalho.

Nossos resultados, embora preliminares, tém demonstrado uma maior
prevaléncia do Adenovirus e do Enterovirus. O TTV mostrou-se presente em
aproximadamente 10,7% (3/28) das amostras analisadas, diferentemente dos
estudos realizados no norte do pais ¢ no Japao, mas em situagdo semelhante ao que
foi observado na India. Como indicam os dados, a ocorréncia do TTV ¢ apenas
esporadica em agua previamente considerada contaminada em nossa regido, quando
se compara com outros agentes virais. Para a certificagdo de tais resultados mais
amostras devem ser analisadas.

PERSPECTIVAS

Novos estudos devem ser realizados com o propdsito de investigar o
comportamento e o papel de virus entérico na natureza. E importante buscar
métodos e protocolos que passem a fazer parte das rotinas dos sistemas de
monitoramento de aguas e esgoto, nos quais as metodologias disponiveis sejam
de grande valia no desenvolvimento de um sistema inovador e complementar a
analise de contaminacdo fecal da agua, bem como a andlise do impacto causado
ao ambiente relacionado a ocupagdo humana. Além disso, s3o necessarios novos
estudos que envolvam a pesquisa do TTV, associada ou ndo a detecgdo de outros
agentes virais, buscando relacionar a possibilidade de este virus estar associado ao
desenvolvimento de patologias em humanos e animais.

Até o momento ndo ha evidéncias do desenvolvimento de doengas
diretamente associadas a presenga deste virus, assim como ndo ha manifestagoes
clinicas exclusivas do TTV. Portanto, é necessaria a realizacdo de estudos
complementares que levem a compreensdo da biologia e especialmente das
estratégias de disseminagio deste agente em populacdes humanas e animais. Neste
momento, estamos realizando estudos com esta finalidade no sul do pais, tentando
aplicar tais metodologias a analise e validacdo destes e outros agentes como
marcadores de polui¢do fecal do ambiente, tanto em ambientes urbanos quanto em
criagdes pecuarias.
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ABSTRACT
Torque teno virus (TTV) and fecal pollution

The search for viral agents in environmental water samples started around sixty
years ago. Initially, the research focus was on detection of Enteroviruses. More
recently other viral agents, especially enteric viruses with major impact on public
health, also became targets of research in water samples. These viral agents,
generally associated with gastroenteritis and hepatitis, have as main characteristics
the excretion in high amounts in faeces of infected individuals, high resistance
to destruction in the environment and absence of replication outside the host.
These biological characteristics make them excellent candidates as markers of
environmental contamination due to settling of new areas by human beings, as
well as detect imperfections in the strategies of basic sanitation. More recently,
the Torque Teno virus (TTV) is being considered an interesting candidate as a
biological marker in the study of faecal contamination of the water, for keeping the
characteristics previously mentioned for the enteric viruses and to be widely spread
in the human population.

KEY WORDS: Torque Teno virus. TTV. Biomarkers. Environmental impact.
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