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Resumo: Metodologias moleculares baseadas em PCR tém sido utilizadas para detectar adenovirus (AdVs) em amostras ambientais. E
consenso entre os pesquisadores que estas metodologias oferecem vantagens sobre os métodos tradicionais de isolamento viral por cultura
celular, sendo mais sensiveis, especificas e propiciando menor tempo de diagnostico; contudo, ha divergéncias em relagdo ao método
de concentragdo viral a ser utilizado em amostras ambientais. Assim sendo, realizou-se uma metanalise com o intuito de responder aos
questionamentos concernentes a eficacia do uso de trés metodologias de concentragao viral associadas a detecgdo molecular de AdVs em
amostras de aguas ndo tratadas, para a qual foram selecionados 33 estudos. Concluiu-se que: a) PCR néo deve ser o método de escolha
para detectar AdVs em amostras ambientais, devendo-se priorizar PCR ou Nested-PCR; b) para detectar AdVs em amostras de rios ou
lagos, a metodologia de escolha deve ser a associagdo entre ultracentrifugacio e Nested-PCR; c) é aconselhavel utilizar associagdo entre
microfiltragdo em membrana, ultrafiltragdo e qPCR para detectar AdVs em amostras de esgotos tratados e ndo tratados. Estudos adicionais
s30 necessarios para avaliar os métodos que foram empregados em um tnico estudo e/ou com numero escasso de amostras.
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Evaluacion de métodos para concentracion y deteccion molecular de adenovirus en agua
no tratada: un meta-analisis

Resumen: La deteccion de adenovirus (AdVs) en muestras ambientales se realiza por medio de metodologias moleculares basadas en PCR.
Existe consenso entre los investigadores que estas metodologias ofrecen algunas ventajas en comparacion con los métodos tradicionales
de aislamiento de virus por medio de cultivos celulares; sin embargo, el método que se debe usar para concentrar los virus en muestras
ambientales todavia es controversial. Por consiguiente, realizamos un meta-analisis dirigido a responder las preguntas respecto a la eficacia
de tres métodos de concentracion de virus asociados a la deteccion molecular de AdVs en muestras de agua no tratada, seleccionando 33
estudios. Concluimos que: a) el PCR no debe ser el método de eleccion para la deteccion de AdVs en muestras ambientales y que en vez
debe usarse prioritariamente el método de gPCR o PCR-Anidada; b) para la deteccion de AdVs en muestras de agua tomadas de rios o lagos,
el método de eleccion debe ser una asociacion de ultracentrifugacion y PCR-Anidada; c) es aconsejable usar una asociacion de membrana
de microfiltracion, ultrafiltracion y qPCR para la deteccion de AdVs en muestras de aguas negras tratadas o no tratadas. Se necesitan mas
estudios para evaluar los métodos que se han usado en un solo estudio y/o con un nimero escaso de muestras.

Palabras clave: adenovirus, agua no tratada, concentracion, meta-analisis, PCR

Assessment of methods for the concentration and molecular detection of adenovirus in
untreated water: a meta-analysis

Abstract: Molecular methodologies based on PCR have been used for the detection of adenovirus (AdVs) in environmental samples. It
is a consensus among researchers that these methodologies offer some advantages compared with traditional methods for the isolation of
virus by cell culture, since they are more sensitive and specific and also require less processing time; however, the method to be used for
virus concentration in environmental samples is still controversial. Consequently, we carried out a meta-analysis, aiming at responding the
questions concerning the efficacy of three methods for virus concentration associated to the molecular detection of AdVs in untreated water
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samples, by selecting 33 studies. We concluded that: a) PCR should not be the method of choice for the detection of AdVs in environmental
samples, and instead the use of qPCR or Nested-PCR should be prioritized; b) for the detection of AdVs in water samples collected in rivers
or lakes, the method of choice should be an association of ultracentrifugation and Nested-PCR; c) it is advisable to use an association of
microfiltration membrane, ultrafiltration, and qPCR for the detection of AdVs in treated and untreated sewage samples. Further studies are
needed to evaluate the methods that have been used in only one study and/or with a limited number of samples.

Keywords: adenovirus, untreated water, concentration, meta-analysis, PCR
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Introducao

De forma sistematizada o diagnostico de virus em
ambientes aquaticos ocorre em duas etapas: a concentragao
e a deteccao viral.

Métodos moleculares tém sido utilizados para a detecgao
viral devido as vantagens de alta sensibilidade, especificidade
e velocidade diagnodstica [1]. Assim, s3o escassos 0s
trabalhos de virologia ambiental que ndo utilizam algum
método biomolecular, sumariamente PCR [2,3], Nested-
PCR [4,5] ou Real time PCR [6,7], sendo que, cada método
agrega especificidade quanto ao uso, ¢ a utilizagdo de um a
outro ¢ controversa.

Em relagdo aos métodos de concentracao viral, deve-se
dar maior importancia, pois existe uma ampla gama de
metodologias, e ndo ha consenso sobre qual método utilizar
em estudos de virologia ambiental.

Metodologias diversas tém sido utilizadas para a
concentragdo de virus em ambientes aquaticos. Como
exemplos, a ultrafiltragdo [8,9], separacdo imunomagnética
[10], ultracentrifugacdo [11-13], adsor¢ao viral utilizando
particulas de silica amino-fracionalizadas [14], floculagdo
organica [15], precipitagdo com sais multivalentes, também
chamada de floculagdo inorgénica [2,16], precipitacdo
com polietilenoglicol [17], e utilizacgdo de membranas de
microfiltragdo simples ou em cartuchos, sendo polarizadas
negativamente ou positivamente, e neste caso, ha diferengas
significativas quanto a utilizacdo destas. Membranas
eletronegativas requerem tratamentos prévios da agua para
propiciar a interagdo entre a membrana e o virus carregado
negativamente [18]. Estes tratamentos podem incluir
acidificacdo da 4gua, maximizando a interacdo dos virus
com membranas carregadas positivamente ou a adi¢ao de
sais catiOnicos, que acarreta uma inversdo na carga das
particulas virais promovendo interacdes eletrostaticas entre
o virus e a superficie eletronegativa das membranas [14].

Recentemente, alguns pesquisadores tém proposto
a deteccao de adenovirus (AdVs) através de técnicas
moleculares para monitorar a presenca de virus entéricos
em ambientes aquaticos [19-21]. Os AdVs sdo altamente
prevalentes no meio ambiente [22] e resistentes a tratamentos
de desinfeccdo por cloragdo e UV [23,24], sendo bons
indicadores de contaminagdo humana [25], entretanto sdo
fastidiosos (especial os sorotipos 40 e 41) [1].

A concentragdo ¢ uma etapa critica no diagnostico viral,
pois o niimero de particulas virais em aguas ¢ geralmente
muito baixo [8,14], necessitando-se de um grande volume
para a concentragdo destes. Assim, a utilizacdo de um bom

método diagndstico ¢ crucial para a identificacdo molecular
destes patdgenos.

Dentre os métodos de concentrag@o, os mais amplamente
utilizados sdo: adsorgdo-eluicdlo em membrana de
microfiltragdo (MF), ultrafiltra¢ao (UF) e ultracentrifugagio
(UC), ocorrendo combinagdes entre estes e demais
métodos considerados secundarios, usualmente métodos
de precipitagdo, destacando-se a floculagdo organica com
extrato de carne [1,15], precipitagdo com polietilenoglicol
[5,26,27] ou precipitagdo com sais multivalentes [1].

Como ainda ndo ha consenso entre os pesquisadores na
utilizagdo das metodologias de concentra¢do, ¢ mesmo na
escolha do método de detec¢do molecular, se faz pertinente
a realizagdo de uma Revisdo Sistematica com metanalise
sobre o assunto.

A metanalise ¢ um estudo de elevado respaldo académico,
tradicionalmente utilizado em Ciéncias Sociais ¢ Medicas.
Segundo Egger & Smith [28] uma metanalise bem conduzida
permite uma avaliagdo mais objetiva sobre a utilidade de um
tratamento, podendo antecipar a introdugdo de um eficiente
tratamento clinico.

Em suma, a metanalise ¢ uma metodologia robusta
que permite através de tratamento estatistico responder a
perguntas previamente elaboradas utilizando os dados de
varios estudos primarios afins criteriosamente selecionados
em bancos de dados.

Dessa forma, foi objetivo deste estudo avaliar a efetividade
da utilizagdo de metodologias de concentragdo viral em
associagdo com metodologias de detec¢do molecular para
diagnosticar adenovirus em aguas ndo tratadas.

Material e métodos

Foram realizadas buscas sistematizadas de artigos em
bases de dados indexadas no intuido de responder ao
seguinte questionamento: ;Qual a efetividade da utilizagdo
dos métodos de concentragdo por MF, UC, UF e associagdes
de MF+UC ¢ MF+UF acoplados a detec¢do molecular de
AdVs em amostras de aguas ndo tratadas?”

Defini¢des: As seguintes definigdes sdo pertinentes e
fazem parte dos critérios de inclusdo e exclus@o dos artigos
selecionados: Microfiltragdo (MF): utilizagdo de membrana
filtrante plana (simples) ou sob a forma de cartucho, com
porosidade de 0,2 a 0,45 um de didmetro, podendo ou néo
ser polarizada, e constituida de nylon, nitrocelulose, ou
qualquer outro material;, Ultrafiltracao (UF): utilizagdo
de membrana filtrante de variagdo composicional, retendo
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moléculas com peso molecular entre 10,000 a 150,000
KDa; Ultracentrifuga¢do (UC): centrifugacdo a velocidade
superior a 100,000 x g por tempo minimo de 30 min;
Adenovirus: qualquer sorotipo dentre as 6 espécies (A a
F); Detec¢do molecular: técnica da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) ou variagdes desta, como Nested-PCR
ou Real time PCR (qQPCR); Aguas ndo tratadas: qualquer
tipo de agua fluvial que ndo recebeu prévio tratamento para
consumo humano, incluindo aguas sanitarias (esgotos)
tratadas e ndo tratadas.

Pesquisa em bases de dados: Foram selecionados estudos nas
seguintes bases de dados: LILACS; PubMed Central (PMC);
Scielo, REPIDISCA, Biblioteca Cochrane BVS, SCOPUS ¢
CSA4 Ilumina. No decorrer do estudo, comunicagdes pessoais
com os autores viam e-mail e fax foram realizados para sanar
duvidas pertinentes. O periodo de busca foi de 1990 até data
de busca, sem restri¢des concernentes a idiomas, e utilizado
os unitermos: adenovir* AND (water OR wastewater OR
effluent OR sewage) AND (pcr OR detection OR diagnostic
OR molecular techniques). Com exce¢do do PubMed, que
permite buscas com associagdes de varios unitermos, nas
demais bases os unitermos foram associados de trés em trés
até esgotar todas as combinagdes possiveis.

Coleta e analise dos dados: Os estudos selecionados foram
avaliados por dupla entrada, de forma independente, com
utilizagdo de formuldrios padronizados, obedecendo a
critérios previamente estipulados de inclusdo e exclusdo
contidos no Teste de Relevancia I, que foi aplicado apenas
aos resumos dos artigos, ¢ ao Teste de Relevancia II,
aplicado ao artigo na integra a partir dos estudos previamente
selecionados pelo Teste de Relevancia 1. Discordancias
foram resolvidas por consenso, em casos de divergéncias
um terceiro revisor era consultado.

Os estudos selecionados de forma independente pelos dois
revisores a partir do Teste de Relevancia II foram analisados
quanto ao indice de concordancia (IC) [29]. Os dados dos
estudos consensualmente selecionados através do Teste de
Relevancia Il foram coletados em formulario especifico (ndo
mostrado). Os formularios do Teste de Relevancia I e II sdo
mostrados na figura 1. Na figura 2 ¢ mostrado fluxograma
com o desenho do estudo.

Durante a selecdo dos estudos, amostras de aguas
contaminadas por esgoto foram consideradas viaveis, e nao
viaveis as amostras de agua do mar ou de aguas salobras
(salinidade superior a 5%), ou qualquer outro tipo de
amostra que ndo obedecia as defini¢des de agua ndo tratada.
Assim, estudos em que as coletas foram realizadas na vazio
de rios com aguas do mar ou em proximidades destas, foram
excluidos pelos revisores para evitar vieses de amostragem,
0 mesmo ocorreu com artigos que apresentaram dados
insuficientes para analise ou que ndo respeitassem alguns dos
critérios de inclus@o definidos nos Testes de Relevancias.

Para evitar vieses de amostragem a metodologia de
concentragdo por MF foi subdivididaem MFc (microfiltracao
por cartuchos) ¢ MFm (microfiltragdo por membrana

simples).
Amostras de aguas ndo tratadas foram subdivididas em
aguas de rios ou lagos, esgoto bruto (ndo tratado), esgoto

Formulario de aplicagao do Teste de Relevancia I

Critérios de inclusao Sim Nao
1. O estudo trata de adenovirus
diagnosticados em aguas ndo tratadas?
2. O diagnéstico realizado ¢ molecular?
Critérios de exclusdo Sim Nao
1. E relato de caso, editorial, comunicagido
ou revisao?
2. A cultura celular ¢ utiliza em associagdo
com o diagnostico molecular?

Formulario de aplicagdo do Teste de Relevancia II

Critérios de inclusao Sim Nio
1. O objetivo do estudo tem relagdo com a
questdo que os avaliadores estdo estudando?
2. E 4gua fluvial ndo tratada?

3. E utilizada a0 menos uma das
metodologias de concentragdo virial
previamente selecionadas?

4. As membranas utilizadas (MF e UF)
possuem porosidade dentro do limite
maximo e minimo estipulado pelos
pesquisadores?

5. E Utilizada a PCR ou variagdes desta no
diagnostico?

Critérios de exclusao Sim Nao
1. Dentre as metodologias de MF, UF e
UC ocorrem combinagdes diferentes das
pesquisadas na realizagdo da Revisao
Sistematica?

2. Na concentragao ou detec¢do sdo
utilizadas associacdes com cultura celular?
3. O estudo apresenta dados insuficientes
para analise?

Figura 1. Formularios de aplicacdo dos Testes de Relevancia I e II.

Defini¢do do problema ‘
I

Desenho do Teste de Relevincia ‘
|

Defini¢do das bases de dados e unitermos e levantamento de dados
I

Primeira aplicagdo doTeste de Relevincia- Resumo ‘

I
‘ Aceitacdo preliminar ‘

|
‘ Segunda aplicagdo do 7este de Relevincia— Texto completo ‘

|
‘ Aceitagdo definitiva ‘
|
‘ Analise dos artigos considerando as evidéncias apresentadas ‘
| |
Apresentacdo qualitativa dos Apresentagdo quali-
resultados quantitativa dos resultados
(RS) (MS)

=

Figura 2. Fluxograma esquematizando o delineamento do estudo, em que
os artigos que ndo se adequavam aos testes eram sumariamente excluidos.
(Muioz et al., 2002).

&} ‘ Discugdo e Conclusdes

tratado, e dguas de enxurradas.

Foram incluidas amostras de esgotos tratados de qualquer
natureza, este critério é respaldado pelo estudo de He
& Jiang [12], em que ndo foram obtidas diferencas entre
efluentes primarios e secundarios em relacdo a deteccao de
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AdVs por qPCR.

Depois de apropriada coleta das variaveis de cada estudo
utilizando validagdo por dupla digitacdo em formulario
especifico (ndo mostrado), os dados foram digitalizados em
planilhas do programa Microsoft Office Excel 2007. Alguns
estudos tiveram mais de uma entrada nos formularios
de tratamento estatistico. Isso ocorreu nas seguintes
circunstancias: deteccdo de adenovirus em diferentes
amostras de aguas, comparacdo de distintas metodologias
de concentragdo e/ou detecgdo molecular de adenovirus
utilizando amostras em comum, considerando cada um
desses casos como estudos independentes dentro de um
mesmo artigo.

Durante a seleg@o dos artigos os revisores reservaram-se
no direito de realizar exclusdes de dados que ndo estavam
em concordancia com os critérios estabelecidos durante a
sele¢do dos estudos.

Resultados

Nao foram encontrados estudos nas bases de dados
Cochrane BVS e Scielo, a tabela 1 mostra o nimero de
estudos delimitados pelos Testes de Relevancia I e II nas
demais bases de dados. Dos 59 estudos selecionados no
Teste de Relevancia 11, 23 artigos foram excluidos, pois se
repetiam entre as bases, ¢ ja na fase de coleta dos dados,
foram excluidos 3 artigos. O indice de concordancia entre
os revisores foi de 90,1%.

A tabela 2 mostra os 33 artigos selecionados com a
combinagdo dos respectivos métodos de concentracdo e
detec¢do molecular assim com os resultados de amostras
positivas. Como um artigo pode ter mais de uma entrada, ao
todo foram 54 estudos analisados.

Foram selecionados 18 estudos que diagnosticaram AdVs
em aguas de rios e lagos, sendo encontradas 9 combinagdes
diferentes de diagndstico de AdVs nestas aguas. Dentre
os estudos selecionados, a metodologia que obteve maior
positividade foi UC + Nested-PCR com 83,31% de
positividade, seguida de MFc + UC + Nested-PCR com
78,3% de positividade. A método menos expressivo para
diagnosticar AdVs em rios ou lagos foi UF + qPCR com

Tabela 1. Bases de dados com a aplicagdo dos respectivos Testes de
Relevancia I e II (T.R.I e T.R.II).

Horario Ne T.R. T.R.

Base de Dados Data (Brasil) Resumos 1 11

PubMed 20.12.08  08:11 178 48 32

Repidisca 20.12.08  12:32 5 2 0

AsFA 30.12.08  12:50 41 27 11

CSA CSA 30.12.08  12:50 48 25 14
. Technology
Tlumina Res O -

es Oceanic .

Abstract 30.12.08  12:50 5 2 0

Scopus 30.12.08 16:51 16 5 2

Total 293 109 59

nenhuma amostra positiva (0/39).

Emrelacdoasamostras de esgoto bruto, foramselecionados
23 estudos, destes, as seguintes combinagdes metodologicas
apresentaram 100% de eficacia diagnostica: UF +Nested-
PCR, UF + qPCR e UC + gqPCR. A metodologia menos
expressiva foi MFm + PCR com 20% [15/3] de amostras
positivas.

Em amostras de esgotos tratados, dos 9 estudos
selecionados, foram realizadas 6 combinagdes diagndsticas,
as que apresentaram 100% de positividade foram: MFc
+ Nested-PCR, MFc + qPCR ¢ UF + Nested-PCR. A
metodologia com menor positividade foi UF + Nested-PCR
(25%).

Em amostras de enxurradas, foram selecionados 3 estudos,
cada um utilizando um método diagnoéstico diferente, e
em nenhum estudo foi encontrado expressivo nimero de
amostras positivas (Tabela 2).

Discussao

Considera-se aceitavel 1C>80%, no presente estudo o
indice foi de 90,1%, este nimero aumenta a probabilidade
de que os resultados da pesquisa sejam entendidos como
passiveis de credibilidade.

Foram excluidas todas as amostras de aguas salgadas ou
salobras porque o uso de microfiltracdo nessas amostras
¢ diferenciado, podendo acarretar vieses de amostragem.
Membranas eletronegativas normalmente  requerem
tratamento de acidificacdo da agua [18], porque muitos
virus sao carregados negativamente em meio ambiente [30],
sem este passo, o virus ndo se ligard a membrana, todavia
esta etapa normalmente nao ¢ realizada em aguas salgadas
devido a alta concentragdo salina da dgua [6]. Outro motivo
para excluso ¢ que a alcalinidade da agua pode promover
baixa adsor¢do viral [18]. Assim, todos os estudos com
agua salgada ou suspeitos de agua salobra foram excluidos.
Quando o estudo oferecia dados em relagdo a porcentagem
de sal, eram inclusos somente as amostras que nao
ultrapassavam a porcentagem de 5%, isso aconteceu na
selecdo do estudo de Jiang ef al. [31], em que trés amostras
de rio foram excluidas pois tinham alta salinidade.

O mesmo aconteceu com estudos que utilizaram cultura
celular em algum passo da metodologia de detecg¢@o. Os
AdVs, sobretudo os sorotipos 40 ¢ 41 sao virus fastidiosos,
de dificil visualizagdo do efeito citopatico [1]. Além disso,
a cultura celular tem a desvantagem de ser trabalhosa e
onerosa [11].

O AdVs possivelmente venha a se tornar o indicador
virologico de escolha para a realizagdo de monitoramentos
ambientais de rotina. Obviamente, o emprego de cultura
celular ndo é o método de escolha para implementacdo
de analises viroldgicas em ambientes aquaticos. Por isso,
essa metodologia foi excluida. Ademais, a inclusao de
cultura poderia mascarar a eficacia das metodologias
de concentracdo aqui pesquisadas. Estudos recentes
demonstram a eficacia de se utilizar a cultura celular para
incrementar a detecgdo de AdVs [1,32], todavia, o proprio
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Tabela 2. Artigos selecionados com seus respectivos dados sobre positividade e métodos de diagnostico de AdVs em aguas ndo tratadas.

Amostra Referéncia Método n(1) n(2) pos%(1) pos%(2)

35 UC + Nested-PCR 18 18 83,3 83,3

13/36/19 MFc + UC + Nested-PCR 14/9/23 46 92,9/88,9/65,2 78,3

5/22 MFm + Nested-PCR 36/58 94 52,8/70,7 63,8

37/4 MFm +UF + qPCR 36/58 94 52,8/70,7 63,8

Rios e lagos 26/38/32 MFc + Nested-PCR 6/12/29 47 66,7/83,3/10,3 36,2
3 MFm +UF + PCR 52 42 30,8 30,8

1 MFc¢ + qPCR 58 58 24,1 24,1

27/39/31 UF + Nested-PCR 12/15/17 44 0,0/6,7/52,9 22,7

39/40 UF + qPCR 15/24 39 0,0/0,0 0,0
6/7 MFm + UF + qPCR 17/72 89 100,0/100,0 100,0
41/25 UF + Nested-PCR 2/2 4 100,0/100,0 100,0
41/25 UF + qPCR 2/2 4 100,0/100,0 100,0
42 UC + qPCR 6 6 100,0 100,0

Beoto SSUSSIODAY o neapor 1299291099212 SO0 P TR 1

0/58,3/0,0

27 UF + PCR 12 12 7 58,3

34/15 UC + PCR 16/24 40 7/5 30,0

2 MFm + PCR 15 15 3 20,0
26 MFc + Nested-PCR 5 5 100,0 100,0
42 MFc¢ + qPCR 7 7 100,0 100,0
12 UF + Nested-PCR 7 7 100,0 100,0

Esgoto tratado 6/7 MFm+ UF + qPCR 17/143 160 82,4/99,3 97,5
10/19/15 UC + Nested-PCR 16/3/24 43 93,3/66,7/0,0 39,5

27 UF + Nested-PCR 12 12 25,0 25,0

15 UC + PCR 52 52 0,0 0,0

i 45 UC + Nested-PCR 57 57 3,5 35.0

guas de 4 MFe + UF + Nested PCR 58 58 34 34

9 UF + qPCR 61 61 1,6 1,6

n(1): nimero de amostras por estudo, n(2): nimero total de amostras por método, pos%(1): freqiiéncia de amostras positivas por estudo, pos%(2): freqiiéncia

de amostras positivas dentro do método.

Xagoraraki et al [1] enfatizam que este tipo de método ¢é de
dificil aplicag@o na analise simultanea de grande numero de
amostras.

O método de escolha para detecgdo de virus em meio
ambiente ¢ a deteccdo molecular, como a PCR que inclui
alta sensibilidade, especificidade, baixo custo e curto prazo
de realizagao [33].

As metodologias de concentragdo estudadas, nio raro,
podem ser associadas com outras metodologias, tidas como
secunddrias, as mais amplamente empregadas nos estudos
selecionados foram floculagdo organica [15], floculacao
inorgénica [1] e precipitagdo com polietilenoglicol [26,27]
[dados ndo mostrados]. A utilizacdo destas metodologias
esta estritamente relacionada ao tipo de virus, as solugdes de
eluigdo utilizadas assim como o tipo de amostra ¢ o volume
utilizado. Nao ha duvidas que estas metodologias podem
interferir no resultado final do diagnéstico, todavia, analisar
todas estas varidveis seria dispendioso para um Unico
estudo, de forma que estes dados foram coletados e serdo
analisados adequadamente em um segundo momento.

Acreditamos que todas as amostras ambientais analisadas
sdo contaminadas por AdVs. O que vai influenciar o
diagnostico destes patégenos sdao as metodologias de

deteccao molecularesutilizadas e, sobretudo as metodologias
de concentracdo, ja que a concentragdo pode variar de
amostra para amostra.

Dos estudos selecionados que pesquisaram AdVs em
amostras de rios ou lagos, de acordo com os resultados de
positividade, a metodologia mais eficaz seria UC + Nested-
PCR seguido de MFc + UC + Nested-PCR. Ultrafiltragido
em associagdo com qPCR nao deve ser o método de escolha
para isolar AdVs em amostras de rios ou lagos, pois das 39
amostras analisadas nenhuma foi positiva para AdVs.

Dentre os métodos empregados para detectar AdVs em
esgoto bruto deve-se destacar o método de MFm + UF +
qPCR que demonstrou positividade em 100% (89/89)
das amostras. Métodos que utilizaram como detecgdo
molecular a PCR em amostras de esgoto apresentaram
baixa positividade, destacando-se a MFm + PCR, em que a
positividade foi de apenas 20% (3/15). Os métodos de UF +
Nested-PCR e UF + qPCR , UC + qPCR e UC + Nested-PCR
demonstraram alta positividade para amostras de esgoto
(100%), todavia esses dados devem ser questionados, pois o
numero de amostras analisadas foi muito pequeno e dentro
de um mesmo estudo. Novos estudos sobre a utilizagdo
desses métodos definirdo melhor a eficacia metodologica.
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O mesmo raciocinio ¢ valido para os métodos de MFc +
Nested-PCR, MFc + qPCR e UF + Nested-PCR para
amostras de esgotos tratados, estes métodos tiveram eficacia
de 100% de positividade, todavia, cada método estudado
advém de um unico estudo, o qual o nimero de amostras
foi inexpressivo. O método de UC + PCR ndo deve ser
utilizado para amostras de esgotos tratados, pois das 52
amostras nenhuma foi positiva para AdVs.

Em relacdo as amostras de enxurradas, constata-se que
nenhum dos métodos utilizados foi eficaz para diagndstica
AdVs nestas 4guas. E proposto uma reavaliagio destes
métodos ¢ mesmo a incorporagdo de novas metodologias,
sobretudo as de concentragdo secundaria para maximizar a
deteccdo de AdVs nestas aguas.

Através dos dados obtidos, pode-se constatar que a
utilizagdo da PCR nio ¢ indicada para detecgdo de AdVs
em amostras ambientais, pois o desempenho ¢ muito
baixo em relacdo aos demais métodos (Tabela 2). Este
fato pode ser observado nos estudos de Puig ef al/ [34] em
que onze amostras ambientais foram negativas por PCR
¢ todas positivas apés processamento da segunda PCR,
outro estudo que corrobora estes dados ¢ o de Vantarakis
and Papapetropoulou [15], em que nove amostras também
foram negativas na PCR e todas positivas na realizagdo de
uma segunda amplificag@o.

A utilizagdo de duas fases de amplificagdo prover alta
especificidade e sensibilidade na deteccdo de adenovirus
em amostras ambientais [20]. Estudos de Puig ef al [34]
e Noble et al [25] ja confirmavam que Nested-PCR ¢é mais
sensivel do que qPCR para diagnosticar AdVs em amostras
ambientais. Contraditoriamente, Jiang et al [31] sugere que
qPCR seja mais sensivel do que Nested-PCR em amostras
de esgotos. Real time PCR é uma metodologia robusta que
oferece menor tempo de diagndstico ¢ tem a vantagem
de realizar a quantificacdo da carga viral. Para estudos de
monitoramento ambiental, em que se deve estipular um
limite maximo de certos patdégenos nas aguas monitoradas,
gPCR pode ser a solugdo para estes problemas.

Concluindo, para amostras ambientais, PCR ndo deve ser
o método de escolha para detectar AdVs em meio ambiente,
deve-se priorizar gPCR ou Nested-PCR. Para detectar AdVs
em amostras de rios ou lagos a metodologia de escolha deve
ser UC + Nested-PCR. Em razdo de um maior numero de
dados analisados, ¢ aconselhavel utilizar MFm + UF + qPCR
para detectar AdVs em amostras de esgotos tratados e nao
tratados (Tabela 2). Estudos adicionais sdo necessarios para
avaliar os métodos que foram empregados em um Unico
estudo e/ou com numero inexpressivo de amostras.
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