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ABREVIATURAS

DNA — Deoxyribonucleic acid
dsDNA — double-stranded DNA
g — Grama

IgM — Imunoglobulina M

IgG — Imunoglobulina G

L — Litro

mL — Mililitro

nm — Nanometros

PCR — Polymerase Chain Reaction
PyV — Polyomavirus

gqPCR — Quantitative PCR

RNA — Ribonucleic acid

ssRNA — single-stranded RNA
UV — Ultravioleta

VHA — Virus da Hepatite A
VHE — Virus da Hepatite E

(+) — Polaridade positiva



I. INTRODUCAO

O acesso adequado a fontes seguras de agua para consumo humano é um direito elementar
e fundamental a vida, relacionando-se com politicas eficazes de protecgao de saude. Neste
sentido, os riscos microbiolégicos, a par dos quimicos e radiologicos, associados as mesmas,
continuam a representar uma das principais preocupagoes, tanto nos paises em
desenvolvimento como nos desenvolvidos, dado os seus impactos na saude, economia e
sociedade. (Szabo & Minamyer, 2014; WHO, 2008, pp. xv, xvi, |, 3, 12, 22, 35)

As doengas transmitidas pela agua podem estar associadas a exposicdo a diversos
microrganismos — bactérias, virus e parasitas (La Rosa, Fratini, Libera, laconelli, & Muscillo,
2012; WHO, 2008, p. 121) presentes em diferentes tipos de agua (subterraneas, de
consumo, balneares, utilizadas no processamento de alimentos/outras actividades industriais
e na agricultura para irrigagao de campos e pecuaria), tratada ou nao tratada (Gibson, 2014;
Grabow, 2007). Porém, é dificil avaliar o seu impacto global, tendo em conta as limitagoes da
informagao disponivel, a existéncia de multiplas variaveis, as lacunas dos estudos
epidemiologicos, entre outras (Grabow, 2007).

John A. Toomey, em 1945, foi o primeiro a demonstrar a transmissao de virus pela agua, ao
ceder a agua de um riacho, contaminada com o virus da poliomielite, a ratinhos que
posteriormente ficaram infectados (Cashdollar & Wymer, 201 3).

Os virus potencialmente transmitidos através da agua pertencem, na sua maioria, ao grupo
dos virus entéricos e sao potenciais causadores de diversas patologias humanas (Gibson,
2014), cuja severidade é também variavel. As do foro gastrointestinal encontram-se entre as
mais frequentes (Gibson, 2014; La Rosa et al, 2012), apesar de muitas vezes nao serem
reportadas e a sua significincia ser pouco reconhecida (Grabow, 2007). Podem também
desencadear alguns sintomas respiratorios, conjuntivites, hepatites, infecgoes do sistema
nervoso central (meningite asséptica, poliomielite), sindromes musculares (fibromialgia,
miocardite) e doencgas croénicas (diabetes e sindrome de fadiga cronica) (La Rosa et al,
2012).

Apesar de serem parasitas intracelulares obrigatorios e, por isso, nao conseguirem replicar-
se na agua, os virus podem sobreviver nesse meio durante longos periodos de tempo,
superiores aos da maioria das bactérias, sendo que apresentam, também, maior resisténcia a
desinfeccao (La Rosa et al.,, 2012; WHO, 2008, pp. 29, 124).

Para além disso, os sistemas de tratamento presentemente utilizados nao asseguram a
remoc¢ao completa dos diferentes virus. Eliminam apenas 20 a 80% dos virus entéricos
presentes nas aguas residuais, permitindo a sua libertagio na descarga de efluentes que

contaminam os respectivos ambientes aquaticos. Deste modo, a sua concentragao pode ser
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suficientemente elevada para representar um risco para a salde publica, mas relativamente
baixa para detecgao. (Bosch, Guix, Sano, & Pint6, 2008; La Rosa et al., 2012)

No entanto, considerando o referido, os mesmos nao constam dos parametros indicadores
de qualidade microbiolégica das aguas incluidos na legislagio em vigor, na Europa
(Parlamento Europeu, 1991, 1998, 2006). Assim, esta revisao tem como principais objectivos
a analise dos virus potencialmente presentes em diferentes tipos de aguas, bem como a

comparagao com indicadores microbiolégicos comuns (E. coli e enterococos).

2. VIRUS POTENCIALMENTE PRESENTES NAS AGUAS

A ocorréncia de microrganismos indicadores de contaminagao fecal nas fontes de agua, quer
sejam superficiais ou subterraneas, deve-se essencialmente a factores como as caracteristicas
fisico-quimicas da area de captagao, introdugao de fezes (humanas ou animais) na sua origem
e ao tratamento inadequado ou insuficiente da dgua destinada ao consumo humano. (Gibson,
2014; Schwab, Leon, & Sobsey, 1995; WHO, 2008, p. 136)

As aguas subterraneas sao uma importante fonte de agua de consumo, em muitas regices do
mundo. Normalmente, considera-se que apresentam uma composi¢ao mais estavel e melhor
qualidade microbiana do que as aguas superficiais, mais vulneraveis as diversas actividades
humanas. O tamanho dos virus entéricos (20-100 nm) pode explicar a sua presenga nessas
aguas mais profundas, ao permitir a passagem através dos poros dos sedimentos que retém
microrganismos maiores, como bactérias e protozoarios. (Ogorzaly, Bertrand, Paris, Maul, &
Gantzer, 2010)

A quantidade de virus entéricos infecciosos presentes numa agua é, frequentemente, dificil
de analisar, devido as suas baixas concentragoes em ambientes aquaticos, a inespecificidade
dos métodos disponiveis para distinguir particulas infecciosas das nao infecciosas e a
presenca de substincias inibitorias, nessa agua, no decorrer dos processos de extracgao e
amplificagao (Imai et al., 201 1).

A Tabela | apresenta os virus melhor conhecidos e com maior relevancia para qualidade da
agua, bem como para a saude publica, por serem excretados nas fezes e por a sua
ocorréncia em ambientes aquaticos poluidos estar bem estabelecida (Grabow, 2007).

De acordo com diversas fontes bibliograficas, inclusive WHO (2008, p. 122) e Grabow et al.
(2007), estes incluem os adenovirus, astrovirus, calicivirus, enterovirus, virus da Hepatite A,
virus da Hepatite E e rotavirus. Pertencentes ao grupo dos virus entéricos, estes virus nao

envelopados (Tabela 1) apresentam estabilidade ambiental durante longos periodos de



tempo, quer em alimentos, aguas, maos ou outras superficies (Gibson, 2014; Kotwal &

Cannon, 2014; La Rosa et al.,, 2012).

Tabela | - Virus potencialmente presentes nas aguas, com maior relevancia epidemiolégica

] . . OUTRAS
FAMiILIA GENERO / ESPECIE GENOMA ESTRUTURA CARACTERISTICAS
N Mastadenovirus dsDNA Capside icosaédrica 51 ,serotlpos;
Adenoviridae Adenovirus humanos linear ~80 nm Ubiquos;
Nao Envelopados CCL4
Mamastrovirus Capside icosaédrica 8 serotipos;
Astroviridae , (+)ssRNA ~28 nm Pico incidéncia:
Astrovirus humanos ~
Nao Envelopados Inverno
. Capside icosaédrica “« S
Caliciviridae Norovirus (+)ssRNA 35-40 nm Estrutura "Cup-like”
Sapovirus ~ CCL4
Nao Envelopados
Ent(;r:lvi/:\'/(::uls'lumanos Capside icosaédrica 69 serotipos;
, (+)ssRNA 20-30 nm Muitos pequenos;
Echovirus <
. . s Nao Envelopados CCL4
Picornaviridae Coxsackievirus
Hebatovirus Capside icosaédrica Ubiquos;
CHA (+)ssRNA 20-30 nm Imunidade prolongada;
Nao Envelopados CCL4
. Capside icosaédrica s o
Hepeviridae Hepevirus (+)ssRNA 27-34 VarlaFao antigénica;
VHE ~ Imunidade prolongada
Nao Envelopados
N ) dsRNA Capside icosaédrica 7 serdtipos;
Reoviridae Rotavirus ~75 nm “ »
Il segmentos Aspecto de “roda

Nao Envelopados

CCL4 — Integram a Contaminant Candidate List 4 (EPA, 2015)

Apds a transmissio, que depende da interaccio com o hospedeiro e da sobrevivéncia®
perante as condi¢goes ambientais (Rzezutka & Cook, 2004), infectam o tracto gastrointestinal
e sao posteriormente excretados nas fezes de individuos infectados (Grabow, 2007).

A elevada especificidade dos virus entéricos para o hospedeiro sugere que a sua presenga
nos ambientes aquaticos evidencie contaminagao fecal humana. Contudo, a excregao através
das fezes e consequente contaminagao/detecgao na agua nao significa que o virus entérico se
transmita, obrigatoriamente, por essa via. (Grabow, 2007)

A Tabela 2 sintetiza a excregao, ocorréncia, transmissao e significincia dos virus
apresentados na Tabela |. Verifica-se que, para além de altamente infecciosos®, persistem na
dgua a 20°C durante longos periodos de tempo® e apresentam elevada resisténcia a
desinfecgao® (WHO, 2008, p. 122).

A infecciosidade viral pode ser descrita como a “capacidade dos virus para entrar na célula

hospedeira e utilizar todos os recursos para produzir novos virides”. A mesma é afectada

A Rzezutka & Cook (2004) definem sobrevivéncia como a persisténcia natural de virus infecciosos, aos quais
nao se aplicou processo de tratamento com vista a sua eliminagao.

B Apresentam doses infecciosas entre | e |10 particulas virais. (WHO, 2008, p. 122)

€ Superiores a | més. (WHO, 2008, p. 122)

P Resisténcia moderada ao tratamento com cloro — | a 30 minutos, perante as doses e tempos de contacto
convencionais, a pH 7-8. (WHO, 2008, p. 122)
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pela integridade da capside que protege o genoma de possivel degradacao por nucleases,

stress abiotico, humidade, pH, radiagao UV, temperatura e desinfectantes de cada agua.

(Rodriguez, Pepper, & Gerba, 2009)

Tabela 2 — Outras caracteristicas dos virus potencialmente presentes nas aguas

Adaptado de WHO (2008, p. 122)

ViruUs EXCRECAO OCORRENCIA TRANSMISSAO S'GN',F'CANC'A OUTRI}S
(TAC)) REFERENCIAS
Fontes de 4 (Griffin et al.,
e de o o Fecalloral ) 2003)
Adenovirus Fezes Afnbientes marinhos Pessoa-a-pessoa NAO (Vieira et al.,
humanos humanas . Aguas/alimentos contaminados™ CONFIRMADA 2012)
Rios e lagos/lagoas Eomi Hund |
Acuas residuaic omites (Hundesa et al.,
g 2006)
Fontes de dgua Fecal/oral X
Astrovirus  Fezes Aguas de consumo Pessoa-a-pessoa NAO (Chapron et al.,
humanos humanas Aguas superficiais i P . " CONFIRMADA 2000)
A P Aguas/alimentos contaminados
guas residuais
(Griffin,
Donaldson,
Aguas subterraneas Paul, & Rose,
Aguas de consumo Fecal/oral 2003)
. Fezes Alimentos Pessoa-a-pessoa (Vieira et al,,
Norovirus humanas Ambientes marinhos Aguas/alimentos contaminados CONFIRMADA 2012)
Rios e lagos/lagoas Inalagdo de aerossois (Bertrand et al,,
Aguas residuais 2012)
(Ogorzaly et al,,
2010)
i Fecal/oral
Fezes Aguas de consumo Pessoa-a-pessoa
Sapovirus Alimentos i . . CONFIRMADA
humanas i o Aguas/alimentos contaminados
Aguas residuais ~ I
Inalagao de aerossois
Aguas subterraneas B (Griffin et al.,
Aguas de consumo Fecal/oral NAO 2003)
Enterovirus Fezes Alimentos Pessoa-a-pessoa CONFIRMADA (Rajtar et al.,
humanas Ambientes marinhos Aguas/alimentos contaminados (apenas 2 surtos -  2008)
Rios Inalagdo de aerossois lagos) (Ogorzaly et al,,
Aguas residuais 2010)
) (Griffin et al.,
Aguas subterraneas Fecal/oral CONFIRMADA: 2003)
Fezes Aguas de consumo Pessoa-a-pessoa (Bertrand et al,,
VHA > i . . BEM
humanas Alimentos Aguas/alimentos contaminados 2012)
. . . ESTABELECIDA
Ambientes marinhos  Via parenteral (rara) (Ogorzaly et al,,
2010)
Asuas de consum Fecal/oral (Mohammad,
Fezes Aﬁumentos onsumo Pessoa-a-pessoa (pouco comum)  CONFIRMADA; Tahaei,
VHE humanas Rios Aguas/alimentos contaminados BEM Mohebbi, &
! N Parentérica ESTABELECIDA  Zali, 2012)
Aguas residuais .
Vertical
) (Vieira et al,
Fezes Aguas subterraneas Fecal/oral CONFIRMADA 2012)
. humanas Aguas de consumo Pessoa-a-pessoa (Bertrand et al,,
Rotavirus : " . . (surtos
(>10"/g, Rios e lagos/lagoas Aguas/alimentos contaminados 2012)
. i A ~ . documentados)
>8 dias) Aguas residuais Inalagdo aerossois (Ogorzaly et al.,
2010)

ITAC — Transmissdo pela agua de consumo humano; * néo ha evidéncia clara.
A ocorréncia em aguas marinhas é responsavel por muito poucos surtos documentados (Griffin et al., 2003)

Para além disso, virus ligados a particulas, como detritos organicos ou particulas inorganicas

do solo, apresentam maior probabilidade de causar doenga do que os virus livres (Griffin et

al,, 2003). A composicao da agua é determinante para as taxas de inactivagao viral e limita a
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extrapolagao de resultados obtidos a partir de amostras com diferentes condigoes. Na agua
do rio em estudo por Schernewski & Jilich (2001), as particulas suspensas, presentes em
elevadas concentragoes, funcionaram como transportadoras dos virus. Assim, os virus livres
apresentaram uma taxa de eliminagdo muito superior a dos virus ligados a particulas
suspensas.

A temperatura é largamente identificada como o factor preponderante na inactivagao viral,
no meio ambiente (Bertrand et al., 2012). Num estudo realizado por Bertrand et al. (2012), a
mesma decorreu mais rapidamente com as temperaturas elevadas do que com as baixas. A
inactivagao de virus com genoma de DNA pareceu decorrer de forma mais lenta.

Hijnen, Beerendonk, & Medema (2006) demonstraram que os virus, especialmente os
adenovirus® e os esporos bacterianos representam os microrganismos mais resistentes a
radiagao UV. Apesar disso, esta € considerada como altamente efectiva contra todos os
microrganismos patogénicos, sejam virus, bactérias ou protozoarios (Hijnen et al., 2006).

O cloro e a monocloramina sao dos desinfectantes mais frequentemente utlizados no
tratamento da agua. O cloro livre é utilizado como desinfectante primario, associado a
filtragao e desinfectante secundario, nos sistemas de distribuicao. A sua eficacia na
inactivagao viral tem sido abordada em iniUmeros estudos, ao longo dos anos. O processo de
desinfecgao deve ter em conta algumas variaveis: tempo de contacto, temperatura, forga
ionica, pH, concentragao de cloro e agregagao das particulas virais. A monocloramina tem
sido considerada menos eficaz que o cloro livre no processo de inactivagao dos virus.

(Cromeans, Kahler, & Hill, 2010)

2.I. ADENOVIRUS HUMANOS

Os adenovirus humanos pertencem a familia Adenoviridae e ao género Mastadenovirus.
Ubiquos na natureza, incluem 52 serétipos (Eischeid, Meyer, & Linden, 2009) e apresentam
genoma dsDNA linear, capside icosaédrica nao envelopada, com cerca de 80 nm e fibras
caracteristicas. (Grabow, 2007; Hundesa et al., 2006; La Rosa et al., 2012)

Sao excretados, em grande quantidade, nas fezes de individuos infectados, na ordem dos 10"
virides/g (Grabow, 2007), ocorrendo em rios e lagos (Vieira et al., 2012), em ambientes
marinhos (Griffin et al., 2003), nas aguas residuais (Hundesa et al., 2006), bem como nas
fontes e aguas de consumo humano (WHO, 2008, pp. 248-249).

Excepcionalmente resistentes aos processos de tratamento e desinfecgao com cloro
(Fongaro et al., 2013), representam, actualmente, a classe de virus mais resistente a radiagao

UV, pelo que sao reconhecidos como padroes no que respeita aos requisitos de inactivagao

£ Adenovirus 40 e 41 - MIC,,(log)=6.4



viral por UV, nos processos de tratamento da agua (Eischeid et al., 2009). Apresentam
melhor estabilidade térmica do que os enterovirus, sobrevivendo durante meses na agua,
especialmente a baixas temperaturas (Corréa et al., 2012).

A transmissao ocorre por via fecal-oral, maioritariamente, pessoa-a-pessoa, mas também
através de fomites. Apesar de o consumo de agua e alimentos contaminados representar um
possivel meio de transmissao, nao existe evidéncia clara que o suporte, dado que os surtos
confirmados se limitaram a manifestagao de faringites e/ou conjuntivites, perante exposi¢ao a
agua de piscinas. (WHO, 2008, pp. 248-249)

Baixas doses infecciosas podem provocar diversas infeccoes com manifestagoes clinicas
heterogéneas, entre as quais gastrointestinais (gastroenterites), respiratorias (doencas
respiratorias agudas, pneumonias...), urinarias (cervicites, uretrites, cistites hemorragicas) e
oculares (queratoconjuntivites e febre faringo-conjuntival) (La Rosa et al., 2012; WHO, 2008,
pp. 248-249). Os adenovirus humanos 40 e 4| representam a segunda causa de

gastroenterites infantis, a nivel mundial (Fongaro et al., 2013).

22. ASTROVIRUS HUMANOS

A familia Astroviridae possui 8 tipos de astrovirus humanos descritos e pertencentes ao
género Mamastrovirus, sendo que o serotipo | é o mais comumente identificado.
Apresentam genoma ssRNA de polaridade positiva, capside icosaédrica nao envelopada, com
cerca de 28 nm de diametro e conformagao caracteristica “Star of David”, ao microscopio
electronico. (Bosch, Pintd, & Guix, 2014; Grabow, 2007; WHO, 2008, pp. 250-251)

Os astrovirus humanos sao excretados em quantidades substanciais nas fezes de individuos
infectados. Assim, ocorrem em aguas residuais e ja foram detectados em fontes de agua,
aguas de consumo e aguas superficiais. (Chapron et al., 2000; Grabow, 2007; WHO, 2008,
pp. 250-251)

Temperaturas elevadas e a presenca de cloro livre nas aguas reduzem a sobrevivéncia dos
astrovirus (Abad, Pinto, Villena, Gajardo, & Bosch, 1997).

A transmissao ocorre por via fecal-oral, mais frequentemente pessoa-a-pessoa, sendo que a
ingestao de agua e alimentos contaminados também podem ser importantes. Os surtos tém
sido associados ao consumo de agua do rio poluida com fezes e marisco contaminado por
aguas residuais. (Chapron et al., 2000) Apesar da sua ocorréncia em aguas de consumo, a
transmissao por essa via nao se encontra confirmada (WHO, 2008, pp. 250-251).

Provocam gastroenterites autolimitadas e de curta duragao, com pico de incidéncia no

Inverno e, maioritariamente, em criangas com menos de 5 anos e em idosos, apesar de



também terem sido reportados casos em adultos (Grabow, 2007; WHO, 2008, pp. 250-
251).

2.3. CALICIVIRUS HUMANOS

A familia Cdliciviridae inclui 4 géneros, dos quais 2 infectam tipicamente o Homem -—
Norovirus (Norwalk-like viruses) e Sapovirus (Sapporo-like viruses). Apresentam genoma
ssRNA de polaridade positiva, capside icosaédrica nao envelopada (35-40 nm) e morfologia
de superficie “cup-like”. (Grabow, 2007; Schwab, 2007)

Extremamente dificeis de detectar, os calicivirus humanos transmitem-se pela via fecal-oral e
sao excretados nas fezes de individuos infectados. InUmeros surtos evidenciam a sua

transmissao pela agua de consumo. (WHO, 2008, pp. 251-252)

2.3.1. Norovirus

Os norovirus humanos assemelham-se a outros calicivirus, apresentando ssRNA de
polaridade positiva e capside nao envelopada. Distinguem-se em 5 grupos genéticos (Gl, GlI,
Glll, GIV e GVY), dos quais os GI, Gll e GIV infectam o Homem. (La Rosa et al.,, 2012;
Schwab, 2007)

Ocorrem em aguas subterraneas, aguas de consumo, ambientes marinhos, rios e lagos/lagoas
e aguas residuais (Bertrand et al., 2012; Griffin et al., 2003; Ogorzaly et al., 2010; Vieira et al,,
2012; WHO, 2008, pp. 251-252).

Transmitem-se por via fecal-oral, mais frequentemente, pessoa-a-pessoa, apesar de o
contagio por ingestao de agua e alimentos contaminados também ser bastante frequente
(Kotwal & Cannon, 2014), bem como a inalagao de aerossois (Grabow, 2007).

Representam, a nivel mundial, a principal causa de gastroenterites epidémicas nao
bacterianas (La Rosa et al., 2012), de gastroenterites virais no adulto (Bosch et al., 2008),

bem como uma importante causa de gastroenterites esporadicas, em adultos e criangas (La

Rosa et al., 2012).

2.3.2. Sapovirus

Os sapovirus humanos apresentam a morfologia da familia, com genoma ssRNA de
polaridade positiva nao segmentado. Denominados calicivirus classicos, subdividem-se em
multiplos genogrupos e genotipos (Gl.1-7, Gll.I-7, GIV.] e GV.l), que ocorrem em
alimentos, aguas residuais e de consumo. (Oka et al., 2012; WHO, 2008, pp. 251-252)

Infectam individuos de todas as idades, tanto em casos esporadicos como em surtos. Os
sintomas de gastroenterite sao indistinguiveis dos provocados pelos norovirus. (Oka, Wang,

Katayama, & Saif, 2015)



2.4. ENTEROVIRUS HUMANOS

Os enterovirus humanos pertencem ao género Enterovirus da familia Picornaviridae, que possui
69 serotipos que infectam o Homem: poliovirus (tipos 1-3), coxsackievirus (tipos Al-A24),
coxsackievirus (tipos BI-B6), ecovirus (tipos 1-33) e os enterovirus (tipos EV68—-EV73)
(WHO, 2008, pp. 253-254). Apresentam genoma ssRNA, de polaridade positiva, com
capside icosaédrica nao envelopada e cerca de 27-30 nm (Rajtar et al., 2008).

Sado excretados nas fezes de individuos infectados e ocorrem em aguas subterraneas, aguas
de consumo, em muitos alimentos, ambientes marinhos, rios e aguas residuais (Griffin et al.,
2003; Ogorzaly et al., 2010; Rajtar et al., 2008; WHO, 2008, pp. 253-254).

Resistem as condi¢oes do tracto gastrointestinal — pH entre 3 e 5, durante | a 3 horas, nao
sendo susceptiveis as enzimas proteoliticas nem aos sais biliares. Em ambientes externos, sao
altamente resistentes ao tratamento com cloro, bem como a salinidade e flutuagoes de
temperatura, o que facilita a sobrevivéncia no meio aquatico. Podem ser eliminados com
temperaturas superiores a 50°C. (Rajtar et al., 2008)

Transmitem-se, predominantemente, por via fecal-oral pessoa-a-pessoa (por exemplo,
através do contacto directo com secregoes de lesdes oftalmicas/dérmicas) e inalagao de
aerossois, mas também através do contacto com agua, alimentos e solos contaminados
(Rajtar et al., 2008). A transmissao pela agua de consumo nao se encontra confirmada
(WHO, 2008, pp. 253-254).

Representam uma das causas mais comuns de infecgoes humanas que se desenvolvem
geralmente de forma assintomatica, particularmente nas criangas. Nos casos sintomaticos,
podem associar-se a um largo espectro patologico, incluindo miocardites,
meningoencefalites, poliomielite (quase erradicada com a vacinagao), conjuntivite
hemorragica, entre outras. (Grabow, 2007; WHO, 2008, pp. 253-254) A maioria das
infeccoes associa-se a producao de IgM que perdura cerca de 6 meses e de IgG detectavel
por mais de 2 anos. Normalmente, os individuos infectados desenvolvem imunidade

adquirida, especifica de serétipo, que persiste durante toda a vida. (Rajtar et al., 2008)

2.5. VIRUS DA HEPATITE A
O virus da Hepatite A (VHA) é a unica espécie do género Hepatovirus na familia
Picornaviridae, partilhando as caracteristicas estruturais e morfologicas basicas com os

enterovirus — ssSRNA de polaridade positiva e capside icosaédrica nao envelopada, com cerca

de 27-32 nm de diametro (Mohammad et al., 2012).



E excretado nas fezes de individuos infectados, ocorrendo em aguas subterraneas, agua de
consumo, ambientes marinhos e alimentos (Bertrand et al, 2012; Griffin et al., 2003;
Ogorzaly et al., 2010; WHO, 2008, pp. 254-255).

Para além da via fecal-oral pessoa-a-pessoa, que é provavelmente a mais frequente, a
transmissao pode ocorrer através do consumo de agua e alimentos contaminados, bem
como por via parenteral (rara). A transmissao pela agua de consumo encontra-se bem
estabelecida pela associagdo a inumeros surtos, sendo esta evidéncia epidemioldgica mais
forte para o VHA do que para qualquer outro virus. (Grabow, 2007; Mohammad et al.,, 2012;
WHO, 2008, pp. 254-255)

O VHA provoca a Hepatite A, com uma dose infecciosa considerada baixa. Em cerca de 90%
dos casos, particularmente em criangas, as lesoes hepaticas resolvem lentamente sem
sintomatologia clinica, desenvolvendo-se imunidade prolongada. A severidade das lesoes
aumenta com a idade. (WHO, 2008, pp. 254-255) Nao obstante a sua distribuicao mundial, a
prevaléncia da patologia possui distribuicao geografica caracteristica. Nas zonas endémicas,
ocorre, normalmente, nos primeiros 10 anos de vida. (Mohammad et al.,, 2012) Por outro
lado, o numero de casos reportados tem decrescido substancialmente nos paises com altos
padroes de higiene e programas de imunizacao efectivos, onde pode causar infecgoes tardias
ao longo da vida, com o risco de consequéncias mais severas. (Bertrand et al,, 2012; La Rosa

etal, 2012)

2.6. VIRUS DA HEPATITEE

O virus da Hepatite E representa a Unica espécie do género Hepevirus, pertencente a familia
Hepeviridae. Apresenta ssRNA de polaridade positiva, capside icosaédrica nao envelopada
com cerca de 27-34 nm. Dentro do mesmo serotipo distinguem-se 4 gendtipos major - Gl e
Gll que infectam apenas o Homem, predominantemente por consumo de dgua contaminada
(Van der Poel, 2014), enquanto Glll e GIV sao zoondticos. Assim, este € o Unico virus
entérico com reservatorio animal significativo. (Grabow, 2007; La Rosa et al.,, 2012; WHO,
2008, pp. 256-257)

O VHE é excretado nas fezes de individuos infectados e ocorre em aguas de consumo,
alimentos, rios e aguas residuais (Mohammad et al,, 2012; WHO, 2008, pp. 256-257).
Normalmente, é transmitido pela via fecal-oral através do consumo de agua, bem como por
alimentos contaminados, pela via parentérica e vertical (Mohammad et al, 2012). A
transmissao pela agua de consumo é evidenciada por inumeros surtos documentados. Em
contrapartida, a transmissio directa pessoa-a-pessoa parece ser pouco relevante no

desenvolvimento de Hepatite E (WHO, 2008, pp. 256-257).



Apesar de esta patologia, endémica em alguns paises em desenvolvimento®, ser menos
frequente do que a Hepatite A, associa-se a uma taxa de mortalidade superior,
particularmente em gravidas. O periodo de incubagao varia entre 14 e 63 dias, sendo
superior ao da Hepatite A - 2 a 6 semanas (Gilroy, 2015). Ambos induzem imunidade

prolongada. (Grabow, 2007; La Rosa et al., 2012; WHO, 2008, pp. 256—257)

2.7.  ROTAVIRUS HUMANOS

O género Rotavirus pertence a familia Reoviridae, incluindo 7 serotipos (A - G). Possui ||
segmentos de dsRNA, capside icosaédrica nao envelopada e aproximadamente 75 nm,
assemelhando-se a aparéncia de uma roda. Os serétipos A — C associam-se a infecgao
humana e, mais especificamente, os patégenos do Grupo A. (Schwab, 2007)

Os rotavirus humanos sio excretados nas fezes de individuos infectados, na ordem de 10'' a
10" virides/g, durante aproximadamente 8 dias. Assim, tém sido detectados em 4guas
subterraneas, aguas de consumo, rios e lagos/lagoas, bem como em aguas residuais.
(Bertrand et al., 2012; Ogorzaly et al., 2010; Schwab, 2007; Vieira et al., 2012)

Sao altamente infecciosos e transmitidos por via fecal-oral. O contacto pessoa-a-pessoa e a
inalagao de aerossois parecem desempenhar um papel mais importante que a ingestao de
agua e alimentos contaminados. Apesar de esta Ultima nao ser a mais frequente, a
transmissao de rotavirus pela agua de consumo encontra-se documentada por inUmeros
surtos. (Grabow, 2007; WHO, 2008, pp. 257-258)

Os rotavirus humanos representam a principal causa de gastroenterites infantis (Bosch et al.,
2008; Vieira et al, 2012) e de morte infantil, no mundo, sendo responsaveis por

aproximadamente 50 a 60% dos casos de gastroenterites em criangas hospitalizadas (Schwab,

2007; WHO, 2008, pp. 257-258).

28. VIRUS COM MENOR RELEVANCIA EPIDEMIOLOGICA: POLIOMA-
ViRUS HUMANOS

Actualmente, os poliomavirus pertencem ao género Polyomavirus da familia Polyomaviridae.
Apesar de abundantes e com uma estrutura organizacional altamente conservada,
apresentam elevada especificidade para a célula hospedeira (Dalianis & Hirsch, 2013). Os
virides sao particulas icosaédricas nao envelopadas, com cerca de 40-45 nm de diametro e
possuem dsDNA circular superenrolado e fechado por ligagoes covalentes, que se assemelha
a um minicromossoma, envolto em histonas derivadas da célula hospedeira. Sao estaveis a

altas temperaturas, demonstrando baixa perda de infecciosidade. Infectam diferentes

F india, Nepal, Asia Central, México e algumas zonas de Africa. (WHO, 2008)



espécies de vertebrados como roedores, aves, coelhos, gado, Homem e primatas nao
humanos. (Dalianis & Hirsch, 2013; Hundesa et al., 2006)

Os primeiros poliomavirus humanos descobertos - JC e BK - foram denominados com as
iniciais dos doentes a partir dos quais foram isolados, em 1971 e apresentam 75% de
identidade gendomica. Apesar de normalmente nao patogénicos (McQuaig, Griffith, &
Harwooda, 2012), podem produzir infecgao persistente no Homem e sao frequentemente
excretados na urina e fezes de individuos saudaveis - especialmente o virus JC. (Bofill-Mas,
Rodriguez-Manzano, Calgua, Carratala, & Girones, 2010; Corréa et al., 2012; Dalianis &
Hirsch, 2013; Hundesa et al., 2006; McQuaig, Scott, Lukasik, Paul, & Harwood, 2009)

Para além de ja terem sido detectados em fontes de agua e rios (Corréa et al., 2012), os PyV
JC e BK tém sido reportados como muito prevalentes nas amostras de aguas residuais,
recolhidas de diferentes areas urbanas (Hundesa et al., 2006).

Apesar de serem propostos como possiveis indicadores virais de contaminagao fecal,
perante a sua estabilidade em aguas residuais (Bofill-Mas et al., 2006), os dados acerca da sua
resisténcia a inactivagdo com cloro ainda nao foram descritos, prevendo-se elevada
resisténcia a desinfecgao (Corréa et al,, 2012).

As vias de transmissao postuladas tém incluido a oral e respiratéria, mas o facto de terem
sido detectados em daguas residuais de diferentes zonas geograficas sugere a possivel
transmissao através da agua e alimentos (Bofill-Mas et al., 2010).

As infecgoes por PyV sao comuns na populagao, em geral, mas raramente induzem sinais e
sintomas clinicos. O quadro é variavel, quando se manifestam, podendo associar-se a
patologias importantes nos individuos imunocomprometidos. (Dalianis & Hirsch, 2013;

Hundesa et al., 2006)

3. AVALIACAO DA PRESENCA DE VIRUS EM DIFERENTES TIPOS DE
AGUAS E COMPARACAO COM OS INDICADORES MICROBIOLOGICOS
COMUNS

A descarga de aguas residuais nao tratadas representa uma das principais fontes de
contaminagao dos ambientes aquaticos por microrganismos patogénicos, nomeadamente por
virus entéricos, largamente excretados na matéria fecal, apesar de as aguas residuais tratadas
poderem também manter elevadas concentragoes de virus, cujos métodos actuais de
tratamento nem sempre removem eficazmente. As mesmas sao descarregadas nas aguas

superficiais, potencialmente utilizadas como fontes de agua para consumo humano, na



agricultura, no cultivo de marisco e balneares. (La Rosa, Pourshaban, laconelli, & Muscillo,
2010; Lodder, Van Den Berg, Rutjes, & De Roda Husman, 2010)

A descarga de virus nas aguas residuais tratadas nao se encontra regulamentada e a
monitorizagao das mesmas continua a basear-se apenas nos parametros microbiolégicos
bacterianos, preditivos de contaminagao viral (Griffin et al., 2003).

Neste sentido, a analise viroldgica das aguas € necessaria e justifica-se para diferentes
propositos, como a) estudo da incidéncia e comportamento virais em ambientes aquaticos,
b) avaliagao da presenca e risco de infecgao, c) avaliagao da eficacia dos processos de
tratamento e desinfecgio viral e d) monitorizagdo dos parametros de rotina constantes das
guidelines e especificagoes legais (Grabow, 2007). Apesar de os virus entéricos serem
continuamente libertados para o ambiente, a sua concentragao nas aguas superficiais € baixa,
o que implica a necessidade de analise de grandes quantidades das mesmas (Lodder et al,,
2010).

De acordo com o supracitado e tendo como objectivo a avaliagao da presenga de virus em
diferentes tipos de aguas, bem como comparagao com indicadores microbioldgicos comuns,
a Tabela 3 resume alguns estudos em que se detectou a presenga de microrganismos
patogénicos, entre os quais virus entéricos.

De um modo geral, as amostras relativas aos estudos apresentados na Tabela 3 sao
representativas dos diferentes tipos de aguas em que os virus entéricos podem ocorrer,
incluindo aguas subterraneas, fontes de agua superficiais, aguas de consumo, rios e aguas
costeiras, bem como aguas residuais. Representam também diferentes zonas do globo, desde
paises em desenvolvimento (Gana e Bangladesh) a paises desenvolvidos (lItalia, Franca,

Holanda e EUA).



Tabela 3 — Andlise da presenca de virus em diferentes tipos de aguas e comparacdo com indicadores microbiolégicos comuns

~ IMC CONCENTRAGAO LIMITES ViRus CONCENTRAGAO N
AMOSTRA /| LOCALIZACAO REFERENCIA
DETECTADOS DETECTADA INDICADORES DETECTADOS DETECTADA
Aguas I) Bangladesh E. col . <1 MPN/100mL ND Rotavirus 8.5x103 genes/100mL  Ferguson et al, 2012
subterraneas Coliformes totais
Enterovirus 0.0052 — 2.4 PFU/L
Fontes de agua Colifagos somaticos 105 — 2.0x104 PFU/L Reovirus 0.013 - 1.3 PFU/L
superficiais 2) Holanda Fagos F-especificos 2.0 — 4.3x103 PFU/L ND Norovirus 0 -26 PDU/L Lodder et al, 2010
Rotavirus 0.88 — 375 PDU/L
E. coli N30 testou positivo Norovirus Hu GlI Positivo
. 3) Gana _ . . P ND Poliomavirus Hu Positivo Gibson et al,, 201 |
Aguas de Coliformes totais Positivo (IC ou BK)
consumo
4) Franga E. coli <823 GU/I1000L 0/100mL . |
(Local D) C. perfringens <1.6x102 GU/1000L ND Adenovirus <l.IxI10" GU/1000L Jacob et al, 2015
. 5) Franca E. coli 8.8x103 GU/50L , )
Rio (Local C) C. perfringens 4x102 GU/S0L ND Adenovirus 8.8x 102 GU/50L Jacob et al, 2015
Enterococos
6) California . . . <104 CFU/mL , 8.8x102 — 9.24x103 Jiang, Noble e Chu,
(Sul) Col!formes fecal.s Abaixo dos LI <400 CFU/mL Adenovirus genomas/L 2001
Coliformes totais
Aguas costeiras  7) EUA Enterococos Consistentemente <104 CFU/mL Poliomavirus Hu 125-2884 copias/100mL
(Doheny Beach) Coliformes fecais abaixo dos LI <400 CFU/mL Adenovirus Positivo McQuaig, Griffith e
8) EUA Enterococos Consistentemente <104 CFU/mL ) , . Harwood, 2012
(Avalon Beach) Coliformes fecais abaixo dos LI <400 CFU/mL Poliomavirus Hu 50-35481 copias/100mL
T ~2.3x104— 1.8x10¢ , .
9) Califérnia Enterococos CFU/100mL ND Adenovirus ~8.1x104 GC/100mL He e Jiang, 2005
10) Californi E. coli 4.6x104 CFU/mL
alfornia Enterococos 2.5x104 CFU/mL ND Poliomavirus Hu 3.0x104 GC/mL
Florida IN . .
Coliformes fecais 7.4x104 CFU/mL McQuaig et al., 2009
1) Calférnia e E. coli 2.0x102 CFU/mL g et ab,
. Enterococos 1.8x10-! CFU/mL ND Poliomavirus Hu 1.2x10-' GC/mL
, Florida OUT Coliformes fecai 8.4x102 CFU/mL
Aguas residuais oliformes fecais A4x m ,
Adenovirus 3.30x107 GC/mL
12) Itdlia E. coli 2.10x107 MPN 100mL ND Enterovirus 2.40x106 GC/mL
IN Enterococos 2.90x10¢ MPN/100mL Norovirus Gl 9.30x10¢ GC/mL
Norovirus GlI 2.60x10¢ GC/mL Rosa. La et al. 2010
Adenovirus 7.60x108 GC/mL ’ ”
13) Itdlia E. coli 2.20x105 MPN/100mL ND Enterovirus 1.60x10¢ GC/mL
ouTt Enterococos 4.40x 104 MPN/100mL Norovirus Gl 2.00x10¢ GC/mL

Norovirus GlI

9.90x105 GC/mL

CFU — Colony-forming unit; IMC — Indicadores Microbiolégicos Comuns; GC — Genomic Copies; GU — Genomic Units; Hu — Humano; IN — Influente; LI — Limites Indicadores; MPN — Most Probable Number; ND — Nao
Disponivel; OUT — efluente tratado; PDU — PCR-detectable units; PFU — Plaque-forming unit.
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Os microrganismos indicadores detectados nas referidas amostras incluem E. coli e
enterococos - constantes na legislagio europeia em vigor para as aguas de consumo humano
da rede de distribuicao (Parlamento Europeu, 1998), bem como coliformes totais, coliformes
fecais, colifagos somaticos/fagos F-especificos® e C. perfringens — utilizados por alguns autores,
mas nao patentes na Directiva. A cultura classica foi o método de eleigao utilizado para a
detecgao dos mesmos, nos diferentes estudos.

A comparagao com limites indicadores foi possivel nos estudos que os disponibilizaram e nas
amostras europeias de agua para consumo humano.

O gPCR foi o método de eleicao na detecgao de virus nas diferentes amostras, verificando-
se a ocorréncia de adenovirus, poliomavirus e norovirus com maior frequéncia relativa e
enterovirus, rotavirus e reovirus com menor frequéncia. A expressao de resultados pelos
autores, no que respeita ao volume, variou entre | mL e 1000 L.

A elevada frequéncia de adenovirus detectados pode ser explicada pelas suas caracteristicas
intrinsecas — € um virus de dsDNA, é o mais termoestavel e apresenta pouca ou nenhuma
variagao sazonal no padrao de excregao (He & Jiang, 2005).

Considerando um total de |3 amostras/localizagao: 7 testaram positivo para um ou mais
indicadores microbiologicos comuns e para virus entéricos (fontes de agua superficiais, agua
de consumo - Gana, rio, aguas residuais IN — California/Florida/ltilia e OUT - Itdlia); | testou
negativo para indicadores e virus entéricos (agua de consumo - Franga), com base nas
eficiéncias tedricas dos tratamentos e concentragoes determinadas (Jacob et al, 2015) e
sendo o resultado consistente com as expectativas de qualidade da dgua de consumo na
Europa; 5 testaram negativo para os microrganismos indicadores comuns e positivo para
virus entéricos (aguas subterraneas, aguas costeiras — Sul Califérnia/US e agua residual OUT —
California/Florida).

Para além disso, He & Jiang (2005) concluiram que enquanto os métodos moleculares, como
o gPCR, tendem a sobrestimar a quantidade de virus infecciosos numa agua, a cultura
classica tende a subestima-la. Jacob et al. (2015) estimaram um risco de infeccao por
adenovirus entre 1% e 42%, em caso de actividades balneares nas aguas do rio (Franca —
Local C).

Lodder et al. (2010) detectaram norovirus e rotavirus em 45% e 48% das amostras,

respectivamente e colifagos somaticos e fagos F-especificos em 100% e 97% das amostras,

¢ A sobrevivéncia e incidéncia dos bacteriéfagos (somatic coliphages, F-specific phages), na agua, assemelha-se
mais ao virus humanos do que outros indicadores bacterianos, normalmente utilizados. Os colifagos somaticos
ocorrem em grandes quantidades nas aguas residuais e ambientes aquaticos poluidos, sendo faceis de detectar.
Os fagos F-especificos sao altamente especificos das aguas residuais e ndao podem replicar-se em ambientes
aquaticos, pelo que siao mais dificeis de detectar. A presenga dos mesmos nem sempre se correlaciona com a
de virus entéricos humanos. (Lin & Ganesh, 2013)
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respectivamente. Inferem assim que a presenca de bacteriofagos nao é indicativa da presenca
de virus patogénicos humanos. Apesar de nao serem indicativos da qualidade da fonte de
agua, os bacteriofagos podem ser Uteis na avaliaggo dos métodos utilizados e na
determinagao das eficiéncias de tratamento (Lodder et al., 2010).

Segundo Ferguson et al. (2012) a frequéncia de detecgao de E. coli, nas aguas subterraneas,
nao foi preditiva da presenca ou auséncia de rotavirus, estabelecendo uma correlagao
negativa entre a presen¢a de rotavirus e indicadores, individualmente ou combinados,
possivelmente devido as diferentes caracteristicas de sobrevivéncia e transporte.

McQuaig et al. (2012) estabeleceram correlagio entre a presenga de adenovirus e as
concentragoes de poliomavirus humanos, nas aguas costeiras. Jiang et al. (2001) constataram
que os padroes actuais de qualidade da agua balnear, na California, nao reflectem a qualidade
viral da mesma.

McQuaig et al. (2009) estimaram as correlagoes estatisticas entre os diferentes organismos
presentes nas aguas residuais. Nas amostras de influentes (IN) estabeleceram correlagoes
negativas entre as concentracoes de HuPyV e as concentracoes dos indicadores e
correlagoes positivas para as concentragoes dos indicadores entre si. Nas amostras de
efluentes (OUT) determinaram correlagoes negativas entre as concentragoes de HuPyV e de
coliformes fecais, correlagoes negativas entre as concentragoes de HuPyV e de E. coli e
correlagoes negativas entre as concentragoes de HuPyV e de enterococos, mas com
tendéncia positiva.

La Rosa et al. (2010) determinaram auséncia de correlagao entre a eficiéncia média de
remocao das bactérias (98.9%) e dos virus entéricos (74%), sugestiva da presenca destes nao
s6 nos influentes, mas também nos efluentes ja tratados.

Tendo em conta o supracitado, pode concluir-se que os parametros indicadores bacterianos
actuais nao sao preditivos de contaminagao viral de origem humana, justificando-se a
implementagao da andlise virologica nos parametros de analise das aguas, constantes dos
diversos regulamentos e directivas. McQuaig et al. (2009) consideram os marcadores
bacterianos pouco exactos na predicio da presenca de microrganismos patogénicos
humanos, particularmente de virus. Acrescentam que os virus de dsDNA tendem a ser mais
resistentes aos diferentes factores de stress ambiental, como a temperatura, a radiagao UV e
desinfectantes, comparativamente as bactérias, mimetizando, por isso, melhor a

sobrevivéncia de virus e protozodrios nos ambientes aquaticos.



4. CONCLUSOES

As doengas infecciosas causadas por microrganismos patogénicos transmitidos pela dgua de
consumo representam um dos riscos mais comuns para a saude publica e com maior
distribuicao mundial. (WHO, 2008, p. 121)

A Directiva 98/83/CE (Parlamento Europeu, 1998) evidencia a necessidade de ‘“normas
comunitarias para os parametros essenciais e preventivos relacionados com a salide no que
respeita a agua destinada ao consumo humano, de forma a definir os objectivos minimos de
qualidade ambiental (...)” e de, nesse sentido, “tomar medidas de protecgao adequadas para
assegurar a boa qualidade nas aguas de superficie e subterraneas”, através de tratamento
adequado e aplicado antes do fornecimento.

Mais de 100 tipos diferentes de virus sao excretados nas fezes humanas e potencialmente
transmissiveis pela agua (Jiang et al, 200l). Contudo, a deteccao de microrganismos
patogénicos presentes na agua € dispendiosa, morosa e complexa, devido a grande
variabilidade dos mesmos (Ferguson et al., 2012). Por estes motivos, actualmente o controlo
da qualidade da 4agua de consumo, nos paises desenvolvidos, baseia-se essencialmente em
parametros indicadores bacterianos de contaminagao fecal, entre os quais a quantificagao de
E. coli, coliformes fecais e/ou coliformes totais (Lin & Ganesh, 2013). A qualidade da fonte de
agua, em conjunto com os processos de tratamento aplicados determinam a qualidade da
agua para consumo (Lodder et al,, 2010).

Apesar de a concentragao de bactérias de origem fecal poder dar alguma indicagao acerca da
presenca de virus, quando a contaminagao é de origem humana, a sua presen¢a nem sempre
se correlaciona com a deteccao desses indicadores (Lin & Ganesh, 2013), como se pode
concluir em 3.

Assim, alguns virus entéricos — adenovirus, calicivirus, enterovirus e VHA — ja integram a
Contaminant Candidate List 4 (CCL 4), da autoria da EPA (Environmental Protection Agency), por
ocorrerem nos sistemas publicos de agua e actualmente nao serem sujeitos a
regulamentagao, potencialmente requerida no futuro (EPA, 2015).

Actualmente, a Holanda representa o Unico pais que requer a existéncia de controlo de
virus entéricos na agua de consumo (Ashbolt, 2015).

Os adenovirus tém sido propostos como possiveis indicadores virais de contaminagao fecal,
nos paises desenvolvidos (Vieira et al, 2012), dada a sua estabilidade supramencionada.
McQuaig et al. (2009) concluiram que os PyV humanos mimetizaram a persisténcia dos
adenovirus, nas amostras estudadas, a diferentes temperaturas, enquanto os indicadores

bacterianos n3o. Assim, sugerem os HuPyV como melhores indicadores dos virus entéricos



patogénicos do que as bactérias, por partilharem tamanho/estrutura e caracteristicas de

crescimento no ambiente.

De um modo geral, a garantia da qualidade microbiolégica da agua para consumo baseia-se

na utilizacdo de multiplas barreiras, desde que a mesma é captada na origem até chegar ao

consumidor, de modo a prevenir ou reduzir a sua contaminagao (por bactérias, virus,

protozoarios e helmintas), a niveis nao prejudiciais para a saide. Quando uma contaminagao

é detectada, muitos individuos podem ja ter sido expostos, pelo que a garantia da qualidade

nao pode resumir-se ao controlo do produto final, mas sim a implementagao de Water Safety

Plans (Ashbolt, 2015), de modo a prevenir a ocorréncia de surtos. (WHO, 2008)
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