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Resumo

A virologia ambiental é uma area ainda pouco desenvolvida da virologia, nos ultimos
anos, no entanto, tem-se assistido a um crescente interesse pelos assuntos relacionados com
a transmissio de virus através da agua e dos alimentos. Sdo diversos os estudos que
demonstram a importancia da pesquisa de virus em aguas de consumo e residuais. Os virus
entéricos, principalmente, sio frequentemente encontrados nas aguas, estando demonstrado
que diversas epidemias tém a sua origem na agua consumida pelas populagdes. Comega-se
assim a compreender que é necessario um maior controlo da qualidade microbiolégica das
aguas, existindo ja projetos que pretendem introduzir como parametros obrigatérios para
avaliar a qualidade da agua a pesquisa de determinados virus. A presente monografia foca-se
na importancia da pesquisa de virus nas aguas residuais e de consumo para melhorar a satde
das populagdes, referindo quais os principais patogéneos virais encontrados nas aguas, bem
como os métodos de pesquisa, e quais os principais obstaculos para que a avaliagdo

microbioldgica da qualidade das aguas ndo inclua ainda a pesquisa de virus.

Abstract

Environmental virology is still an underdeveloped area of study however, in the last
few years we have seen an increased interest in the spreading of viruses through water and
food. Several studies have shown the importance of detecting these entities, for example,
enteric viruses are usually found in drinking water, with several epidemics being linked to
their presence. Researchers are starting to realize that a further microbiologic control is
necessary and some recent projects are starting to emerge with the intent of introducing
virus detection as an obligatory indicator to include in water testing. This thesis is dedicated
to explaining why virus detection is necessary to increase the quality of drinking water,
mentioning the most relevant viral pathogens as well as their detection methods and the

reasons why these tests aren’t yet included in regular water testing.
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Lista de abreviaturas:

EUA - Estados Unidos da América

tgi — trato gastro-intestinal

PCR - polymerase chain reaction (reacdo de polimerizagio em cadeia)

qPCR - quantitative polymerase chain reaction (reagdo de polimerizacio em cadeia

quantitativa)

VHA - Virus da hepatite A

VHE - Virus da hepatite E

JCV - John Cunningham virus

BKYV - BK Virus

MCV - Merkel cell virus

AdV - Adenovirus

PyV - Poliomavirus

UV - Ultravioleta

ppm - partes por milhdo

Rv- Rotavirus

ETAR - Estacdo de tratamento de aguas residuais
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Introducio

A pesquisa de virus em aguas e alimentos, conhecida como virologia ambiental, é uma
area da virologia ainda pouco explorada mas que, nos Ultimos anos tem tido grandes
progressos. A pesquisa de virus nas aguas, particularmente, tem suscitado grande interesse
devido a demonstragio da importincia destes microrganismos no aparecimento de
epidemias e surtos.

Atualmente ainda ndo existem quaisquer guidelines ou legislacio que preconizem a
pesquisa de virus nas aguas, quer residuais quer de consumo, situagio esta que se torna
preocupante quando diversos estudos demonstram a presenga de virus em aguas
consideradas bacteriologicamente aceitaveis, por cumprirem com Os parametros
microbioldgicos estabelecidos.

Embora os virus ndo se consigam replicar no ambiente, pelo facto de serem seres
intracelulares obrigatérios, sio mais resistentes que as bactérias, podendo permanecer por
mais tempo no ambiente e ndo sendo eliminados pelos tratamentos habitualmente utilizados
nas aguas. Ha ainda que destacar a extraordinaria capacidade de adaptagdo dos virus, tanto
através de mutagdes como também de recombinagdes, o que lhes permite sobreviver em
novos ambientes e hospedeiros (2).

Os virus entéricos estio entre os mais comuns e perigosos associados a infegdes
com origem na agua. Estes virus apds contaminarem o hospedeiro invadem o trato
gastrointestinal e sio eliminados em grande quantidade através das fezes e da urina.
Associadas a estes virus estdo nio s6 patologias digestivas, sendo comuns as diarreias, mas
também conjuntivites, hepatites, infe¢des do sistema nervoso central e doengas croénicas.

Apesar de ainda ndo existir legislagio quanto a pesquisa de virus para avaliacio da
qualidade das aguas, a preocupagio cada vez maior em relagido a este tema tem levado ao
surgimento de diversos projetos, nomeadamente a “Environmental Protection Agency
Contaminant Candidate List” , uma lista de contaminantes que nio sio avaliados (nos EUA),
mas que sdo conhecidos por existirem nos sistemas publicos de abastecimento de aguas (I).
Um outro projeto, “Virobathe” , tem por objetivo desenvolver métodos para detegio de
adenovirus e norovirus nas aguas, por forma a impulsionar a revisio das normas
comunitarias relativas a qualidade microbiolégica da agua.

Caminha-se desta forma em diregdo a revisio da legislacdo, por forma a incluir os

virus como elementos obrigatérios de pesquisa para avaliagio da qualidade da agua, o que é
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de crucial importancia para melhorar a qualidade de vida das populagdes através de uma

melhoria da satde publica.

|. Histéria da virologia ambiental

A virologia ambiental é uma area da virologia de desenvolvimento relativamente
recente, mas que tem suscitado um interesse cada vez maior.

O primeiro registo de um surto viral com origem em alimentos data de 1914
concluindo-se que o nimero elevado de casos de poliomielite estava associado ao consumo
de leite contaminado. Ja em 1956 verificou-se um surto de hepatite A causado pelo consumo
de moluscos bivalves na suécia, o mesmo aconteceu em 1962 nos Estados Unidos da
América. No inicio da década de 1970, surtos de gastroenterite nido bacteriana foram
registados, ndo tendo sido isolado nenhum agente /n vitro. Estudos posteriores focaram-se
na forma de transmissdo e concluiram que a mais provavel seria através de agua e moluscos
contaminados (15).

Em 1965 realizou-se em Cicinatti, EUA, a |* conferéncia “Transmission of Viruses
by the Water Route”, cujos objetivos eram:

- Desenvolver métodos quantitativos adequados para detetar a transmissio viral

através da agua;

- Verificar como os virus podem sobreviver, sem serem detetados, em condicdes nas

quais se consegue eliminar coliformes fecais;

- Determinar quais as doses virais infeciosas para humanos;

- Estudar a persisténcia viral nas aguas residuais;

- Intensificar esforcos para conhecer o agente infecioso da hepatite viral.

A década de 1980 trouxe novos desenvolvimentos a virologia ambiental, entre eles o
reconhecimento do virus da hepatite E como virus entérico capaz de originar surtos;
demonstracio do envolvimento do rotavirus em casos de diarreia infantil; reconhecimento
da responsabilidade dos adenovirus entéricos e calicivirus em quadros de gastroenterite
aguda, e principalmente o reconhecimento de que os surtos de gastroenterites e hepatites
podem estar associados a aguas contaminadas.

Entretanto o aparecimento dos métodos moleculares na década de 1990 veio facilitar

a detecdo e identificagdo de agentes virais presentes no ambiente, entre estas técnicas ha
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que destacar o PCR (reacdo de polimerizagdo em cadeia) e mais tarde o qPCR (reagio de
polimerizacdo em cadeia quantitativa), que veio permitir fazer quantificagdes e analises em

tempo real.

2. Virus nas aguas

Os virus de veiculagio hidrica sio uma causa importante de doenga. Os impactos
socioeconémicos e ecoldgicos sio elevados, tanto nos paises em desenvolvimento, como
nos paises desenvolvidos (2).

As doengas virais transmitidas através da dgua podem ser adquiridas principalmente
pelo consumo direto de agua ou alimentos contaminados, incluindo peixes e moluscos
bivalves, e dos frutos e vegetais cultivados em solos irrigados com agua contaminada. Os
virus podem também ser transmitidos através de aguas contaminadas usadas em atividades
de recreio, através de contacto direto com estas aguas ou por inalagio.

Mais de 100 espécies de virus podem estar presentes nas aguas, podendo causar uma
ampla variedade de doengas no Homem.

Os virus n3o se replicam fora do hospedeiro, consequentemente nio se multiplicam
no meio ambiente, no entanto, conseguem sobreviver por periodos extensos, maiores que
aqueles que a maioria das bactérias intestinais suportam, tornando perigoso avaliar a
qualidade das aguas tendo por base apenas pariametros bacteriolégicos. Os virus podem
sobreviver 130 dias na agua do mar, 120 na 4gua doce e até 100 dias no solo, a temperaturas
entre os 20 e os 30° C (1,4).

Apesar das baixas concentracdes de virus na agua, estes microrganismos representam
um risco para a salde pois as doses infeciosas sdo extremamente baixas, variando entre 10 e

100 virides (1,5).

2.1. Virus entéricos

Os virus entéricos sio encontrados com frequéncia no ambiente. Entre os mais
comuns nas aguas estdo: norovirus, enterovirus, rotavirus, virus da hepatite A, virus da

hepatite E, adenovirus e poliomavirus. O termo “virus entérico” compreende todos os
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grupos de virus que estdo presentes no trato gastrointestinal humano. Estes virus sdo
excretados na urina e nas fezes dos hospedeiros.

Os virus entéricos podem estar naturalmente presentes nos ambientes aquaticos, ou,
mais frequentemente, serem introduzidos pelas atividades humanas. Estes virus sdo
tradicionalmente transmitidos por via fecal-oral e primariamente infetam e replicam no tgi
do hospedeiro.

Embora as infegdes por virus entéricos estejam primariamente associadas a diarreia e
gastroenterites autolimitadas (sdo os principais causadores de gastroenterites nio
bacterianas) podem também causar infecdes respiratérias, conjuntivites, hepatites e outras
patologias com elevados niveis de mortalidade, como meningites assépticas, encefalites e
paralisias. Estas situagdes mais individuos

graves ocorrem principalmente em

imunocomprometidos. Alguns virus entéricos estdo ainda associados a doengas cronicas,

como diabetes mellitus e miocardites (4).

A tabela seguinte apresenta os virus entéricos mais frequentes e resume algumas das

suas caracteristicas.

Virus Familia Género Genoma Presenca de
envelope

Norovirus Caliciviridae Norovirus ss(+)RNA

Rotavirus Reovioridae Rotavirus dsRNA

Enterovirus Picornaviridae Enterovirus ss(+)RNA

Virus nao
VHA Picornaviridae Hepatovirus ss(+)RNA
envelopados

VHE Hepeviridade Hepevirus ss(+)RNA

AdV Adenoviridae Mastadenovirus | dsDNA

Polyomavirus Polyomaviridae | Polyomavirus dsDNA

Tabela |: Virus entéricos: classificagdo taxonémica, tipo de genoma e presenca de envelope

11
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2.1.1. Norovirus

Os norovirus sio virus nio envelopados, com genoma de RNA de cadeia simples de
polaridade positiva, ss(+)RNA. Pertence a familia Caliciviridae e apresenta 5 genogrupos (Gl,
Gll, Glll, GIV e GV), nos quais se englobam 40 gendtipos. Os gendtipos que infetam o
Homem pertencem aos genogrupos Gl, Gll e GIV. Tém 20 a 40nm de diametro.

Os norovirus sdo uma das principais causas de gastroenterite, sendo responsaveis
por cerca de 90% das gastroenterites ndo bacterianas (18). Afeta tanto criancas como
adultos. A seroprevaléncia aumenta progressivamente durante a infincia e mais de 90% dos
jovens adultos sdo seropositivos. A imunidade ndo é duradora, ou seja, pode ocorrer
reinfecdo ao longo da vida.

O periodo de incubagdo varia entre 24 e 48 horas, e os sintomas podem manifestar-
se durante 12 a 60 horas, no entanto, 30% das infecdes sio assintomaticas. Os sintomas
incluem vémitos, diarreia, febre, dores abdominais e nauseas. Apesar de ser uma infegdo
tipicamente autolimitada e de curta duragdo, tém surgido evidéncias de casos de doenga

severa e por vezes fatal, especialmente entre as populagdes consideradas mais vulneraveis

criangas, idosos e imunocomprometidos.

Tém sido reportados surtos em instituicdes como hospitais e lares, onde o
norovirus é especialmente dificil de controlar devido a transmissio pessoa-a-pessoa, e a
resisténcia aos agentes de limpeza.

O modo de transmissio primario é a via fecal-oral, pela ingestio de agua e alimentos
contaminados, ou pelo contato direto com superficies e pessoas contaminadas. A dose
necessaria para a contaminagdo é muito baixa sendo necessarias apenas entre 10 e 100
particulas virais (3).

Muitos surtos tém origem em aguas poluidas, tanto de consumo como de recreio.
Os norovirus pertencentes ao genogrupo Gl tém significativamente maior probabilidade de
serem transmitidos pela agua que por outras vias, sendo mais estaveis no meio aquatico que
os pertencentes aos genogrupos Gl e Gll.

Os norovirus tém sido detetados numa diversidade de ambientes aquaticos desde
rios, a aguas de consumo e recreativas. Pensa-se que o norovirus seja o principal causador

de surtos com origem em aguas de recreio.
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S3o virus muito resistentes a condi¢des ambientais adversas. Podem sobreviver a
concentragdes de cloro superiores a 10 ppm e a grandes amplitudes térmicas (entre 0 e 60°)
(N.

O genoma do norovirus pode persistir | a 3 meses em diferentes tipos de aguas,
pode também resistir nas superficies até 2 semanas. (3) Norovirus pertencentes a Gl foram
capazes de provocar infegio apds 2 meses da contaminacdo da agua e o seu RNA foi
detetado por RT-PCR apos 588 dias.

Nos paises em desenvolvimento verificam-se aproximadamente 200 000 mortes/ano
em criangas com idade inferir a 5 anos ().

A explosdo de dados relativos a surtos de norovirus nos anos mais recentes é razio
para preocupagdo. Ndo é no entanto claro se isto se deve a um aumento dos relatos, da

vigilancia e detegdo, ou a um aumento da incidéncia.

Animal reservoir

W \ \ D %‘l!:

Infected food- \

handler \"‘/

o gh# ; /4

D _/%\ Environmental contamination
@

it f Food: raspberries, [
salads, sandwiches si‘

Imagem |: vias de transmissdo do norovirus e outros virus entéricos (23).

2.1.2. Rotavirus

Os rotavirus sdo virus relativamente grandes (—=70nm), ndo envelopados e com
capside icosaédrica, o seu genoma é de RNA de cadeia dupla. Pertencem a familia Reoviridae
e ao género Rotavirus. Este género divide-se em grupos, subgrupos e serotipos, sendo esta
divisdo feita com base nas proteinas da capside. Consideram-se sete grupos (A-G), sendo o
grupo A aquele que é em geral associado as infegdes humanas, engloba dois genétipos, o G

com |4 serotipos e o P com 20.
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Os rotavirus sdo considerados a principal causa de gastroenterite aguda em criangas
pequenas, estimando-se que sejam responsaveis por 25-35% de todos os caso de diarreia
severa (3). Para além de diarreia os sintomas das infe¢des causadas por estes virus incluem
febre e vomitos.

Apos replicar no tgi, estes virus sdo excretados em quantidades elevadas nas fezes
dos individuos infetados. Sdo virus facilmente transmitidos pessoa-a-pessoa, ou
indiretamente através da comida ou da agua, sendo necessarias apenas |0 particulas virais
para causar infegio (10).

A infecdo por rotavirus é sazonal, tendo inicio em Novembro com um pico entre
Fevereiro e Marco.

A estabilidade do RV nas aguas e a sua resisténcia aos tratamentos normalmente
utilizados facilitam a sua transmissdo. RV foram detetados em dguas superficiais na Alemanha,
Italia e Holanda. O grupo A tem sido encontrado nas aguas mesmo apoés tratamento (3).

A comparagdo de estudos realizados entre 1986-1999 e entre 2000 e 2004 revelou
uma diminuigdo no nimero de casos de hospitalizagido por diarreia atribuidos ao rotavirus.
Esta redugdo deve-se, provavelmente a melhoria das condi¢des de higiene e ao aparecimento
de vacinas contra estes virus, sendo que estas desempenham um papel importante na

imunizacio das criancas.

Imagem 2: Rotavirus, microscopia eletroénica (15).

2.1.3. Enterovirus

Os enterovirus sdo virus nus, pertencentes a familia Picornaviridae, com um genoma
de RNA de cadeia simples de polaridade positiva (ss(+)RNA) constituido por
aproximadamente 7500 nucleétidos. Apresentam uma capside icosaédrica. Existem mais de

100 serétipos agrupados em 100 espécies.
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Os humanos sdo os Unicos reservatorios conhecidos deste virus (3).

A doenga causada por enterovirus é comum, mas em geral ndo tem consequéncias
graves. Os sintomas sdo variados, sendo os mais comuns febre, vémitos, erupgiao cutanea,
problemas do trato respiratério superior e de forma menos comum gastroenterite aguda.
Podem, no entanto, verificar-se situagdes mais graves. Pode ocorrer virémia com
disseminagdo do virus por varios érgios, originando complicagdes que incluem meningite,
encefalite, poliomielite, miocardite, entre outras. Foram ainda associados a doengas cronicas
como a miosite inflamatéria, cardiomiopatia dilatada, esclerose amiotréfica lateral, sindroma
da fadiga cronica e diabetes mellitus. Estes virus sdo responsaveis por cerca de 85% das
meningites assépticas.

A maioria dos enterovirus sdo inativados a 42°C, contudo alguns agentes redutores e
catides de magnésio podem estabilizar estes virus, podendo por isso resistir a temperaturas
na ordem dos 50°C (3). Sdo capazes de suportar mudangas drasticas de temperatura e pH.
Encontram-se nas aguas, mesmo com elevados niveis de salinidade e apds tratamento, sendo
mais resistentes aos tratamentos normalmente usados que outros virus entéricos. O facto
de poderem ser encontrados em aguas mesmo apds tratamento demonstra o potencial
perigo para a satide publica. Tem sido documentada a existéncia destes virus na agua do mar
um pouco por todo o mundo.

Apesar da ampla distribuigdo, foram relatados poucos casos de surtos relacionados
com a agua de consumo. O conhecimento limitado do papel da agua na transmissdo de
enterovirus pode ser relacionado com numerosos fatores, incluindo a diversidade de
sintomas, as infecbes assintomaticas, que sio frequentes, a diversidade de serotipos e a
predominancia da transmissdo pessoa-a-pessoa.

A técnica de diagnostico convencional é a cultura celular, esta é no entanto uma
técnica demorada e, alguns enterovirus tém uma reduzida replicacio em cultura celular.

Desta forma o desenvolvimento da técnica de PCR foi uma mais-valia.

2.1.4. Virus da hepatite A

O virus da hepatite A é um virus nio envelopado, com genoma de RNA de cadeia

simples de polaridade positiva (ss(+)RNA), pertencente a familia Picornaviridae e ao género
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Hepatovirus. E um virus esférico, com capside icosaédrica e com cerca de 27nm de
diametro. Existe um Unico serétipo que compreende 6 genétipos, dos quais o | e o Il sdo
predominantes (3).

O VHA tem um periodo de incubagdo que pode variar entre os |15 e os 50 dias,
sendo a média de 28 dias. Os sintomas de infegdo sdo os caracteristicos das hepatites, como
ictericia, urina escura e fezes acdlicas. Para além destes pode ocorrer febre, anorexia,
nauseas e dores abdominais. A hepatite fulminante é uma complicagido rara, aumentando a
incidéncia com o avancar da idade e em doentes com doenca hepatica cronicos. A infegio
pelo VHA nunca evolui para doenga crénica. Os sintomas surgem quando comeca a diminuir
a excregio, devendo-se os sintomas a resposta imune do hospedeiro. A transmissao
ocorre desde o inicio do periodo de incubagdo até, aproximadamente uma semana apos
surgir ictericia. A via principal de transmissdo € a via fecal-oral. A dose infeciosa é baixa e
varia entre 10 e 100 virides, desta forma mesmo reduzidos niveis de contaminagio podem
causar infecdo. O virus é excretado na urina e fezes dos individuos infetados.

A incidéncia da infegdo pelo VHA varia com a regido do mundo, sendo maior nos
paises em desenvolvimento onde o tratamento dos esgotos e as praticas de higiene sdo mais
deficientes. O nimero de casos de infecdo pelo VHA tem vindo a diminuir nos paises onde
foram implementados planos de imunizagio.

Este virus consegue sobreviver 60 dias na agua canalizada, 6 semanas na agua dos rios,
mais de 8 semanas nas aguas subterrineas e até 30 semanas na agua do mar. E resistente a
concentragdes de cloro que variam entre 0.5 e |.5ml/l durante | hora e a temperatura entre
os 60 e os 80°C durante o mesmo periodo de tempo. Resiste a pHs tio baixos como |
durante duas horas a temperatura ambiente, esta resisténcia pode explicar a capacidade para

manter a viruléncia mesmo apos sofrer a agdo dos sucos gastricos (7).

— AT mmmm g -_——gG

Clinical iliness

Response ———
«—— Infection

Week
Imagem 3 : Timeline das manifestagdes do VHA (7)
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2.1.5. Virus da hepatite E

O virus da hepatite E é um virus nu, com genoma de RNA de cadeia simples e
polaridade positiva (ss(+)RNA), esférico e com capside icosaédrica. Pertence ao género
Hepevirus, e apresenta 4 gendtipos principais, sendo os genétipos Gl e Gl humanos,
enquanto os genétipos GllIl e GIV sdo zoonéticos.

A severidade da doenca aumenta com a idade. Os sintomas incluem ictericia, urina
escura e fezes acolicas, no entanto, a maioria dos casos € assintomatica (98%) (8). O periodo
de incubacio do VHE varia entre 14 e 63 dias, tendo como média os 40 dias. A infecdo
resolve-se normalmente em | a 6 semanas. A taxa de mortalidade na populacio em geral é
baixa (0.5 - 3%), aumentando quando se trata de mulheres gravidas (20 - 25%)(l). A
imunidade conferida pela IgG n3o é duradoura.

Este virus é transmitido por via fecal-oral, sendo facilmente disseminado através da
agua contaminada com matéria fecal. A transmissdo pessoa-a-pessoa € rara.

A doenga associada ao VHE é rara nos paises industrializados, com a maioria dos
casos a estar associada a viagens. Apesar disto o VHE tem sido detetado em diversos
ambientes aquaticos, incluindo aguas residuais em Espanha, Itdlia, Franga e EUA. O VHE tem

ainda sido detetado em bivalves (1,8).

Genotipos | e 2 (endémico
/Waterborne)

Genotipo 3
(esporadico/zoonético)

Genotipos 3 (area
hiperendémica)

”” Genétipo 4
(esporadico/zoonético)

Imagem 4: distribuicio geografica dos casos de doenca clinica por VHE (8).
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2.1.6. Adenovirus

Os adenovirus sido virus nido envelopados, com capside icosaédrica e genoma de
DNA de cadeia dupla linear (dsDNA). Pertencem a familia Adenoviridae e ao género
Mastadenovirus. Sio conhecidos 51 serétipos, englobando 6 espécies (A-F), sendo que os
serotipos 40 e 4| sdo os mais associados a casos de diarreia aguda, particularmente em
criangas (2).

As manifestacdes clinicas de infecao por adenovirus sio muito heterogéneas variando
de infegdes respiratérias até gastroenterites, infecbes do trato urinario, conjuntivites,
hepatites, miocardites e encefalites. Os adenovirus podem causar doenga severa
particularmente em criangas, idosos e imunocomprometidos.

Estes virus tém sido detetados em aguas residuais, antes e apds tratamento,
demonstrando grande resisténcia aos tratamentos utilizados. Estes virus sdo muito
resistentes a luz UV, e podem sobreviver mais tempo que as bactérias utilizadas como
indicadores da qualidade das aguas. Sdo frequentemente detetados nas aguas superficiais.

Estudos realizados na Europa identificaram adenovirus em 36.4% das amostras. Os
dados quantitativos indicam 3.2x10” cépias de genoma por 100 ml de agua (1). Foi possivel
detetar adenovirus em amostras de dgua para consumo tratadas de forma convencional.

Os AdV sdo capazes de sobreviver meses na 4gua, especialmente a baixas
temperaturas. A sua grande estabilidade pode ser, em parte, atribuida ao seu genoma de
DNA de cadeia dupla e a sua capacidade para reparar danos através da ativacdo de enzimas
reparadoras do DNA. Estas caracteristicas contribuem também para a sua grande resisténcia

a radiacdo UV.

Imagem 5: Adenovirus, microscopia eletrénica (15)
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2.1.7. Poliomavirus

Os poliomavirus sio virus pertencentes a familia Polyomaviridae, e apresentam
genoma de DNA de cadeia dupla, o que contribui para a sua estabilidade. Os trés principais
virus pertencentes a esta familia sdo o JCV, BKV e MCV.

Os virus BK e JC sdo ubiquos na populagdo humana, com cerca de 90% de populagio
adulta seropositiva. A exposicdo aos PyV ocorre cedo, normalmente durante a infancia
(entre os 5 e os 10 anos).

As infegdes por JCV sdo em geral assintomaticas e croénicas. Ndo existe consenso
relativamente aos 6rgios nos quais o virus se instala, contudo, é praticamente unanime
considerar-se o rim como um desses 6rgdos. Em individuos imunodeprimidos o virus
arquétipo, ou seja, ndo patogénico, tem a capacidade de se tornar patogénico e, através dos
linfocitos transpor a barreira hematoencefalica. No cérebro o virus vai destruir os
oliogodendracitos, células responsaveis pela producio de mielina e como esta nio é
sintetizada o impulso nervoso deixa de ser transmitido. Os sintomas dependem da area do
cérebro infetada. Desenvolve-se uma patologia designada “leucoencefalopatia multifocal
progressiva”.

O virus arquétipo é excretado de forma continua na urina dos individuos portadores,

sendo desta forma possivel detetd-lo nas aguas residuais.

Imagem 6: Cérebro de doente com leucoencefalopatia multifocal progressiva
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3. Analise microbioldgica das aguas

O controlo da qualidade das aguas destinadas ao consumo humano divide-se em dois
tipos: o controlo de rotina e o controlo de inspegio, ambos analisam a qualidade
microbioldgica das aguas tendo apenas em consideragdo parametro bacteriolégicos, nenhum

dos controlos referidos inclui a pesquisa de virus.

Parametros bacteriolégicos Limites paramétricos *| _ Valores paramétricos
para a agua destinada a
] 0 (n(Jmero/IOOmI)*I consumo humano fornecida
E. coli por redes de distribuigdo.

0 (nimero/250ml)*2

*2 — Valores paramétricos

Enterococos 0 (namero/100ml)*1 para as 4guas colocadas 3
. venda em garrafas ou outros
0 (nimero/250ml)*2 recipientes.
N° de colénias a 22°C 100 (nimero/ml)*2
N° de coldnias a 37°C 20 (ntmero/ml)*2
Pseudomonas aeruginosa 0 (nimero/250ml)*2

Tabela 2: parametros microbiolégicos avaliados nas aguas de consumo de acordo com o decreto-lei 306/2007

Estudos comparativos de detegdo de enterovirus, adenovirus, rotavirus, virus da
hepatite A e norovirus com coliformes fecais mostram que niao ha qualquer correlagio entre
estes agentes nas diversas amostras de agua consideradas.

A ni3o realizacdo da pesquisa de virus para determinagido da qualidade da agua, pode
dever-se, em parte, a dificuldades tecnolodgicas e aos custos elevados das anilises. Sio
necessarios métodos eficientes e rapidos para concentragio e detegdo de virus em amostras
de aguas com diferentes origens. Alguns autores tém sugerido a pesquisa de bacteriéfagos
como bons indicadores para monitorizar a qualidade viroldgica da 4gua, pois estes podem
estar presentes em fezes humanas e de animais, apresentam tamanho e morfologia
semelhantes as dos grupos de virus entéricos patogénicos, além de possuirem caracteristicas
de sobrevivéncia e de transporte similares. No entanto, os estudos realizados demonstram
uma baixa ocorréncia destes organismos nas aguas analisadas (12).

Estudos mais recentes sugerem o uso de adenovirus como indicadores de poluigdo
viral humana, pois sdo mais estaveis no meio ambiente, podem ocorrer em todas as estagdes
do ano, sio detetados mais facilmente e ndo apresentam nenhuma correlagio quantitativa

estatisticamente significante com os indicadores bacterianos.
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4. Tratamento das aguas

O tratamento convencional completo da agua para consumo inclui os seguintes
passos: armazenamento, arejamento, coagulacio, filtracdo, correcido quimica e desinfegéo.

Na etapa de filtragdo, na qual as particulas e microrganismos ficam retidos em
membranas e filtros, normalmente obtém-se agua bacteriologicamente segura para consumo
humano, no entanto, a remogido viral é em geral ineficiente, uma vez que os virus
apresentam menores dimensdes que as bactérias e dificilmente ficam retidos nos filtros
utilizados.

A etapa de desinfecio é um processo normalmente eficaz contra algumas bactérias
pertencentes ao grupo dos coliformes. Esta, porém, ndo é adequada para eliminagio de
enterovirus, adenovirus e rotavirus, sendo extremamente ineficiente na remogio de HAV e
norovirus.

Os norovirus sio mesmo os mais resistentes a inativagdo por cloro, suportando
concentragdes de 6,26mg/L, estas concentragdes sio por norma eficientes na inativagio de
poliomavirus e rotavirus.

O HAV ¢é também muito resistente, pois consegue persistir em aguas com
concentragdes de cloro livre a variar entre 0,5mg/L e |,5mg/L. Contudo estes virus perdem
a sua infecciosidade apés tratamento com cloro na concentragdo de 5mg/L (12).

Estes dados demonstram a necessidade de desenvolver tratamentos mais eficazes e
adequados para as aguas destinadas a consumo humano, pois estes virus apresentam enorme

resisténcia aos tratamentos convencionais o que conjugado com a auséncia de analises

viroloégicas regulares constitui um perigo para a saude publica.

5. Anilise virolégica de 4guas

Os passos basicos para uma analise viroldégica de aguas sdo: amostragem,

concentragio, purificagdo e detegio.
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5.1 Métodos de concentragio

A concentragdo de virus neste tipo de amostras é baixa, sendo consequentemente
dificil a sua detegio direta. As técnicas de concentragio viral tém associada alguma perda de
virus podendo ocorrer também a sua inativagio como resultado de alteragdes de pH e
adigdo de agentes quelantes. O maior problema destas técnicas é a introdugio de inibidores
de PCR e a concentracdo de inibidores pré-existentes. Para contornar estes problemas tém
sido desenvolvidas diversas técnicas de purificagdo dos acidos nucleicos.

Uma boa técnica de concentragio viral tem de cumprir alguns requisitos: ser simples,
rapida, providenciar uma elevada percentagem de recuperagdo de virus, servir para um
amplo leque de virus, proporcionar um reduzido volume de concentrado, ndo ser
dispendiosa, ser capaz de processar grandes volumes de agua e, ainda, ser reprodutivel. Ndo
ha, no entanto, nenhum método que cumpra todos estes requisitos.

Existem varios métodos de concentragdo de virus a partir de amostras de agua. Estes
incluem - eluicdo, ultracentrifugagio, liofilizagao, ultrafiltragdo. A escolha da técnica tem de
ter em consideragio o volume total do concentrado e as caracteristicas da amostra.
Usualmente estes métodos ndo sdo utilizados de forma isolada, sendo associados dois.

A ultracentrifugagdo tem demonstrado ser o melhor método. A populagio viral nio é
alterada, o pH n3o é modificado, é rapida, simples e, com um reduzido volume de amostra é
possivel obter elevadas recuperagdes. A principal desvantagem prende-se com o facto de

equipamento ser dispendioso (ultracentrifuga).

Método Vantagens Desvantagens
Adsorcio
Filtros carregados Boas recuperagdes Requer pré-
negativamente tratamento da
amostra.
Filtros carregados Boas recuperagdes. Dispendiosa.

positivamente

P6 de vidro Barato, boas recuperagoes. Equipamento fragil.

L3 de vidro Boas recuperagdes. Variagbes de acordo

com o fornecedor.
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Precipitagdo
Floculagdo organica Eficiente para amostras sujas | Possivel extragio de
ou como método de inibidores de RT-
concentragio secundario. PCT.
Sulfato de amoénio Elevada
citotoxicidade.
Inibicio das enzimas
usadas para a RT-
PCR.
Polietilenoglicol Variabilidade intra-
ensaio.
Ultracentrifugagdo Rapido, simples, boas Dispendiosa.
recuperacdes.
Liofilizagdo Eficiente em amostras sujas | Dispendiosa e
ou como método de demorada.
concentragio secundario.
Ultrafiltracéo Boas recuperagdes em Dispendiosa e
amostras limpas. demorada.

Tabela3: Métodos de concentragdo de virus em amostras de agua (10,16)

5.2. Métodos de detecio

Os virus podem ser detetados por cultura celular, detecdo de antigénios ou acidos
nucleicos. A eficiéncia da detegdo de virus depende de dois fatores: da eficiéncia da
recuperagdo da técnica de concentragdo e da pureza dos virus recuperados.

Atualmente as técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos (PCR, RT-PCR e qPCR)
sdo as mais utilizadas para detetar virus na agua. As técnicas moleculares sio sensiveis,
especificas, rapidas e custo-efetivas, no entanto, ndo avaliam a viabilidade das particulas virais,
ao contrario da cultura celular, porém esta técnica é demorada, trabalhosa e dispendiosa.
Para além disso alguns virus ndo sio cultivaveis e outros sdo-no dificilmente. O PCR
convencional, monoplex, ndo é capaz de detetar varios tipos de virus simultaneamente numa

mesma amostra. No PCR multiplex utiliza-se uma mistura de diferentes primers para detetar
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varios tipos virais em simultineo numa Unica amostra, tornando o método mais rapido e
econémico. Ha, porém, o risco de os primers utilizados poderem interferir uns com os
outros.

Os métodos imunolégicos podem ser utilizados para a pesquisa de antigénios virais
nas aguas, os ensaios imunoenzimaticos sdo os mais utilizados devido a elevada sensibilidade
e especificidade. A imunocromatografia € um método simples e rapido, sendo a sua
sensibilidade e especificidade comparaveis as dos ensaios imunoenzimaticos.

Estas técnicas estdo disponiveis para diversos virus e podem ser usadas quando estdo
presentes na amostra grandes quantidades de antigénios virais. No entanto, sio menos
especificas e sensiveis que os métodos moleculares e sio muito suscetiveis a interferéncias.

\

Para além disto, também nio fornecem informagdes relativamente a viabilidade dos virus

(10,12).

6. Pesquisa de virus em 4guas residuais

Durante o periodo de estagio tive a oportunidade de participar num projeto de
investigagdo no laboratério de Virologia da Faculdade de Farmacia, sob a orientagdo da
Doutora Ana Miguel e da Doutora Cristina Luxo. Este projeto visa a pesquisa de virus em
aguas residuais e de consumo.

As amostras utilizadas foram recolhidas e cedidas pelo Laboratério de Hidrologia da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. Estas amostras sdo provenientes de |5
estagcdes de tratamento de 4guas residuais (ETARSs), localizadas de norte a sul do pais. As
amostras foram recolhidas a entrada e a saida destas ETARs durante o Outono e o Inverno.

As amostras foram guardadas num congelador a -20°C. Posteriormente foram
concentradas por ultracentrifugacdo. Apds concentracdo extraiu-se o acido nucleico de
acordo com a metodologia descrita e a pesquisa do acido nucleico viral foi feita com recurso
a qPCR.

Este projeto é recente e nesta primeira fase fez-se apenas a pesquisa de ADN do virus JC
e RNA do virus da hepatite E. Os resultados obtidos sio preliminares, no entanto ja se
obtiveram varias amostras positivas. A detegdo do acido nucleico do virus é apenas o inicio
sendo necessario, posteriormente fazer a quantificagdo e a identificacdo das estirpes virais.

Estes resultados realgam a importancia deste tipo de estudos e a necessidade de alertar as
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autoridades competentes para a importancia da pesquisa de virus em aguas residuais, no
ambito da satde publica.

Esta oportunidade permitiu-me aplicar na pratica o tema desenvolvido na minha
monografia e compreender as dificuldades da pesquisa de virus nas aguas. A possibilidade de
participar neste projeto contribuiu para uma melhor percegio do tema abordado na
monografia e foi sem ddvida uma experiéncia muito enriquecedora na minha formacao
cientifica. Posso ainda acrescentar que fez aumentar ainda mais o gosto que ja possuia pela

Virologia e pelo trabalho laboratorial.

Conclusio

O desenvolvimento, a globalizagdo, a evolugdo genética dos patogéneos virais, e
muitos outros fatores propiciam o surgimento de novas ameacas a qualidade da adgua. Apesar
do progresso nos métodos de tratamento das aguas, as doengas transmitidas através desta
via continuam a ter importantes impactos socioecondmicos negativos, tanto nos paises em
desenvolvimento como nos paises desenvolvidos.

E necessario que cada vez mais as autoridades estejam conscientes do papel que a
agua desempenha na transmissdo de doengas, e da importancia de tornar mais minuciosos os
controlos microbiolégicos, incluido nestes a pesquisa de virus.

Ha ainda um longo caminho a percorrer até que a analise rotineira de virus para
avaliacdo da qualidade da agua seja uma realidade, estamos no entanto no bom caminho,

sendo esta uma area que desperta cada vez mais o interesse dos investigadores e das

autoridades regulamentares.
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