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RESUMO

Os vírus entéricos humanos são importantes causas de enfermidades veiculadas através da água. 
Esses patógenos, que são eliminados em grandes quantidades pelas fezes de indivíduos infectados, 
podem permanecer viáveis e infecciosos durante vários meses no ambiente e, assim, contaminar 
águas destinadas ao consumo humano, além de resistirem aos atuais processos de tratamento da 
água e do esgoto aplicados no controle bacteriano. Dessa forma, a qualidade de águas tratadas 
nem sempre é garantida em termos de segurança virológica, pois os atuais indicadores do grupo 
coliforme determinam somente a segurança bacteriológica da água. Os vírus são mais difíceis 
de serem detectados que as bactérias em amostras ambientais, especialmente em águas, nas 
quais estes microrganismos normalmente são encontrados em menor número. Sendo parasitas 
intracelulares obrigatórios, não se multiplicam; tornam-se necessárias, então, a análise de amostras 
de água volumosas e a escolha de métodos de concentração com grande eficiência de recuperação 
para as partículas virais. Além disso, muitos patógenos virais transmitidos através da água são 
microrganismos fastidiosos, que dificilmente são isolados pelos métodos tradicionais de rotina, 
como a cultura celular, o que torna ideal a utilização de técnicas de detecção muito sensíveis e 
que exijam complexas implementações. Com os avanços recentes nas técnicas laboratoriais em 
parâmetros de concentração viral e com a descoberta de métodos moleculares altamente sensíveis e 
específicos, como a reação em cadeia pela polimerase (PCR), tem sido possível aumentar o número 
de investigações no campo da virologia aquática. Isso provavelmente possibilitará a elaboração e a 
adoção de medidas preventivas que minimizem a contaminação da água por agentes virais que, até o 
momento, somente são realizadas em situações ocasionais de controle pelas autoridades sanitárias.

DESCRITORES: Água. Vírus entéricos. PCR. Revisão.



86 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL

INTRODUÇÃO

A pesquisa de vírus na água iniciou-se após a ocorrência de um surto 
de hepatite em Nova Délhi (Índia), na década de 1950, como conseqüência da 
contaminação do sistema de tratamento da água por patógenos virais provenientes 
do esgoto. Depois desse episódio, tiveram início os estudos na área da virologia 
aquática, atualmente denominada virologia ambiental, com cientistas tentando 
detectar poliovírus em amostras de água (Bosch, 1998).

Desde 1990, com a implementação dos métodos moleculares no estudo 
de vírus em amostras ambientais, vem crescendo a atenção dada à contaminação 
da água, do solo e dos alimentos pelos vírus. Como um fator de disseminação de 
doenças virais, esse problema  tem implicações de longo alcance que vêm sendo 
extensivamente estudadas pelos virologistas e profissionais de Saúde Pública 
(Marques, 1991; Queiroz et al., 2001; Mehnert, 2001).

Sabe-se que vírus entéricos como poliovírus, rotavírus, calicivírus, alguns 
adenovírus e vírus da hepatite A, presentes no trato gastrintestinal de indivíduos 
infectados, são eliminados através das fezes em grandes quantidades (105-1011/g 
de fezes) e são capazes de contaminar direta ou indiretamente águas destinadas ao 
consumo humano. A presença destes patógenos em águas ou alimentos contaminados 
por resíduos fecais, provenientes de descargas de esgotos, tem contribuído para a 
ocorrência de doenças em indivíduos susceptíveis. A dose infectante destes agentes 
é extremamente baixa, podendo variar de uma a dez unidades infecciosas (Appleton, 
2000; Abbaszadegan, 2001, Wyn-Jones & Sellwood, 2001; Leclerc et al., 2002). 

Os vírus entéricos podem permanecer viáveis (potencialmente infectantes) 
durante vários meses na água, resistindo a condições ambientais adversas, embora 
não se multipliquem por serem parasitas intracelulares obrigatórios. Eles podem 
ser identificados durante todas as estações do ano e alguns vírus podem resistir a 
processos de tratamento de água e esgoto aplicados no controle bacteriano, inclusive 
cloração. Além disso, não apresentam nenhuma correlação em termos qualitativos 
e quantitativos com os atuais indicadores bacterianos de contaminação de águas 
(Marques, 1991; Appleton, 2000; Abbaszadegan, 2001; Mehnert, 2001; Schvoerer 
et al., 2001; Leclerc et al., 2002). 

No Brasil, vários trabalhos têm sido desenvolvidos com a finalidade de 
avaliar a qualidade microbiológica da água, nos quais são pesquisadas apenas as 
bactérias (Alves et al., 2002; Meirelles-Pereira et al., 2002; Vasconcelos & Serafini, 
2002; Vieira et al., 2002; Marques, 2003; Nogueira et al., 2003). Raros são os 
estudos realizados sobre a presença de vírus entéricos humanos em águas de beber 
e em esgotos, bem como sobre seu envolvimento em surtos de diarréias, hepatite 
A e conjuntivites desencadeadas por veiculação hídrica. Isso se dá em razão da 
disponibilidade de métodos de concentração viral de baixa eficiência de recuperação 
e de métodos de detecção pouco sensíveis, onerosos e de complexa implantação 
(Marques, 1991; Mehnert, 2003). 
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Com os avanços recentes nas técnicas laboratoriais que permitem a 
concentração, a detecção e a identificação dos vírus de diferentes tipos de água, tem 
sido possível aumentar o número de investigações nesse campo de estudo (Marques, 
1991; Queiroz et al., 2001; Mehnert, 2001).

CARACTERIZAÇÃO DOS PATÓGENOS VIRAIS ENTÉRICOS

O termo “vírus entérico” compreende todos os grupos de vírus que estão 
presentes no trato gastrintestinal humano e que, após transmissão por via fecal-oral, 
podem causar infecções ou enfermidades em indivíduos susceptíveis (Wyn-Jones & 
Sellwood, 2001; Leclerc et al., 2002; Theron & Cloete, 2002). 

As doenças virais veiculadas por meio da água podem ser adquiridas 
principalmente após o consumo de água de beber ou de alimentos contaminados, 
incluindo os peixes e moluscos bivalves comestíveis de ambientes marinhos e os 
frutos e vegetais cultivados em solos irrigados com águas de esgoto. Os patógenos 
virais também podem ser transmitidos através de águas de recreação poluídas, após 
contato direto por meio da pele ou por inalação (Marques, 1991; Wyn-Jones & 
Sellwood, 2001).

Mais de 100 espécies de vírus presentes em águas contaminadas por 
descargas de esgoto podem causar uma ampla variedade de doenças no homem. 
Os vírus entéricos produzem freqüentemente infecções assintomáticas, entretanto 
podem estar associados a quadros mais severos como paralisias, anomalias cardíacas, 
meningite asséptica, encefalites, hepatites, diarréias e outras enfermidades (Bosch, 
1998; Wyn-Jones & Sellwood, 2001; Leclerc et al., 2002). 

Os vírus entéricos podem ser divididos em dois grupos de acordo com o 
crescimento em culturas celulares. O primeiro grupo inclui os enterovírus como 
poliovírus, coxsackievírus e echovírus, que têm bom crescimento e caracterização 
em culturas de células de primatas e que, normalmente, não causam doenças 
gastrointestinais. O segundo grupo inclui rotavírus, astrovírus, adenovírus 40/41, 
calicivírus (norovírus e saporovírus) e vírus das hepatites A e E, os quais são agentes 
causais de gastrenterites ou hepatites e dificilmente crescem em culturas celulares 
(Wyn-Jones & Sellwood, 2001).

Enterovírus

O gênero Enterovirus, pertencente à família Picornaviridae, é constituído 
por: poliovírus humanos tipos 1 a 3, coxsackievírus humanos A1 a A22 e A24, 
coxsackievírus humanos B1 a B6, echovírus humanos 1 a 7, 9, 11 a 27 e 29 a 33, 
enterovírus humanos 68 a 71 e alguns enterovírus não humanos (Melnick, 1996).

O vírion apresenta forma esférica, não possui envelope, tem capsídeo 
com simetria icosaédrica e mede de 24 nm a 30 nm de diâmetro. Cada capsômero é 
composto por quatro poliproteínas estruturais: VP1, VP2, VP3 e VP4, sendo a VP1 
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mais superficial e responsável pela ligação do vírus à célula hospedeira e a VP4, 
mais interna e associada ao ácido nucléico. O genoma viral é formado por uma 
molécula linear de RNA de filamento simples com polaridade positiva (Melnick, 
1996; Rueckert, 1996).

Os enterovírus são estáveis em uma faixa de pH entre 3 e 9, sensíveis ao 
cloro e inativados por luz ultravioleta. A maioria é citopatogênica e pode ser propagada 
em células primárias ou de linhagem contínua de uma variedade de tecidos de origem 
humana ou de macaco, tais como HeLa, WI-38 e Vero (Melnick, 1996).

Cerca de 66 tipos sorológicos de enterovírus conhecidos podem infectar o 
homem. De maneira geral, são eliminados por longos períodos através das fezes (um 
mês ou mais) e, normalmente, causam infecções assintomáticas, embora também 
possam causar paralisias, meningites ou cardiomiopatias. São encontrados em todas 
as partes do mundo e estão amplamente distribuídos durante o ano inteiro, porém 
com uma maior freqüência no verão e no outono em países de clima temperado 
(Melnick, 1996; Borchardt et al., 2003).

Enfermidades causadas por enterovírus e veiculadas pela água não são 
facilmente reconhecidas, já que é baixo o índice de transmissão desses vírus pela 
água (Melnick, 1996). No entanto, em diferentes países, estes patógenos têm sido 
evidenciados em surtos de gastrenterites associadas à ingestão de águas destinadas 
ao consumo humano contaminadas (Häfliger et al., 1999; Gofti-Laroche et al., 2001; 
Frost et al., 2002).

Rotavírus

O gênero Rotavirus, pertencente à família Reoviridae, apresenta partícula 
viral não envelopada, medindo cerca de 75 nm de diâmetro, com capsídeo de 
simetria icosaédrica constituído por três camadas protéicas distintas. A camada mais 
interna, core, que envolve o genoma viral, é formada pela proteína VP2. A camada 
intermediária, capsídeo interno, é composta pela proteína VP6. A camada mais 
externa, capsídeo externo, é constituída pelas proteínas VP4 e VP7. O genoma viral 
é constituído de 11 segmentos de RNA de fita dupla com cada um codificando pelo 
menos uma proteína (Estes, 1996).

Os rotavírus são classificados em sete sorogrupos de A a G, reconhecidos 
com base na especificidade antigênica da proteína VP6. O grupo A é o mais comum 
dos rotavírus humanos e é ainda classificado em sorotipos e/ou genotipos.  Os sorotipos 
G ou P são determinados pela reatividade do vírus em ensaios de neutralização com 
base nas proteínas VP7 ou VP4 do capsídeo, respectivamente. Os genotipos P ou G 
são determinados por seqüenciamento, amplificação ou hibridização dos genes 4 ou 
9 que codificam as proteínas VP4  ou VP7 (Kapikian & Chanock, 1996).

O rotavírus tem sido considerado o principal agente etiológico de diarréia 
infantil em todo o mundo. A doença diarréica é geralmente branda e autolimitada, 
caracterizada por diarréia, vômito, febre, desidratação e dor abdominal. A 
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transmissão é feita principalmente por via fecal-oral. A veiculação através da água 
tem sido evidenciada durante todas as estações, porém com uma maior freqüência 
durante o inverno (Kapikian & Chanock, 1996; Mehnert & Stewien, 1993; Mehnert 
et al., 1999; Borchardt et al. 2003).

Números limitados de casos de rotaviroses relacionados com o consumo 
de águas contaminadas têm sido publicados; a maioria é resultante da ingestão de 
águas de beber contaminadas por descargas de esgoto (Gofti-Laroche et al., 2001; 
Frost et al., 2002; Lopman et al., 2003).

Calicivírus

De acordo com a organização do genoma viral, a família Caliciviridae 
foi dividida em quatro gêneros: Lagovirus, Vesivirus, Norovirus e Saporovirus; 
os dois últimos gêneros referem-se  aos calicivírus entéricos de origem humana 
(Pringle, 1999).

O vírion não possui envelope, apresenta simetria icosaédrica, mede cerca 
de 26 nm a 35 nm de diâmetro e contém um genoma de RNA de fita simples de 
polaridade positiva. O genoma contém três seqüências abertas de leitura (ORF 
– open read freame): a ORF1 codifica uma poliproteína não estrutural, a ORF2 
forma o capsídeo viral e a ORF3 codifica uma proteína pequena cuja função ainda 
é desconhecida (Kapikian et al., 1996).

Os norovírus, inicialmente também designados como pequenos vírus 
arredondados, incluem-se entre os principais vírus causadores de diarréia e 
estão envolvidos em surtos de gastrenterites que acometem crianças e adultos. 
A doença é branda e autolimitada com duração de 24 a 48 horas e seus sintomas 
são basicamente vômitos e diarréias. Dados epidemiológicos demonstram uma 
predominância da doença por norovírus durante o inverno (Kapikian et al., 1996; 
Pringle, 1999; Appleton, 2000; Borchardt et al., 2003). 

Apesar do norovírus ter sido descoberto em 1972, sua análise genômica só 
foi iniciada em 1990. Recentemente, dois genogrupos foram descritos: genogrupo I 
(GI) e genogrupo II (GII). Existe também um terceiro genogrupo (GIII) constituído 
de amostras originadas de bovinos. No momento, há oito amostras virais referidas 
como protótipos: Norwalk (NV), Hawaii (HV), Snow Mountain (SMV), Jena (JV), 
Southampton (SOV), Toronto (TV), Desert Shield (DSV) e Bristol (BV) (Kapikian 
et al., 1996; Ando et al., 2000).

Surtos de diarréia têm sido associados à ingestão de norovírus em água 
potável e em crustáceos contaminados (Häfliger et al., 1999; Appleton, 2000). 
Existem também evidências de surtos de infecções causados por calicivírus 
relacionados com a exposição a águas de fins recreacionais. É provável que uma 
parte dos casos de gastrenterites agudas associados a piscinas e lagos seja causada 
por calicivírus (Frost et al., 2002; Lee et al., 2002).
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Os vírus do grupo saporovírus, formalmente designados como “calicivírus 
clássicos”, foram recentemente divididos em dois genogrupos. O saporovírus tem 
papel importante em surtos de gastrenterites infantis, em que a contaminação ocorre 
aparentemente por contato pessoa a pessoa, no entanto é incerta sua participação 
em surtos associados a consumo ou utilização de águas contaminadas (Vinjé et al., 
2000; Wyn-Jones & Sellwood, 2001).

Adenovírus entéricos

Os adenovírus entéricos fazem parte da família Adenoviridae e do gênero 
Mastadenovirus, que inclui mais de 49 sorotipos humanos classificados em seis 
espécies, de A a F. A espécie F é formada por sorotipos de adenovírus entéricos 
fastidiosos, Ad40 e Ad41, que dificilmente crescem em culturas celulares (Shenk, 
1996; Horwitz, 1996).

As partículas virais não apresentam envelope e medem de 70 nm a 100 nm 
de diâmetro. O capsídeo icosaédrico é constituído por 252 capsômeros. Destes, 240 
hexons formam as faces do icosaedro e 12 pentons formam os vértices. O vírion 
é constituído de 11 proteínas das quais 7 formam o capsídeo. O hexon é formado 
pelo trímero do polipeptídeo II. O penton consiste em duas estruturas distintas: a 
base, responsável por ancorar o penton ao capsídeo, e a fibra, que é uma estrutura 
alongada que se estende a partir do vértice da partícula viral. O core viral contém 
quatro proteínas (polipeptídeos V, VII e µ e proteína terminal) e o genoma viral de 
DNA de fita dupla linear não segmentado (Shenk, 1996).

Em geral, a gastrenterite associada a adenovírus é tão prevalente quanto 
a causada por rotavírus e ocorre mais freqüentemente em crianças com menos de 
4 anos, caracterizando-se como uma doença branda com diarréia e vômito. Em 
regiões de clima temperado, a prevalência de adenovírus entéricos é maior. No 
entanto, em países de clima tropical, como o Brasil, adenovírus veiculados pela 
água têm sido detectados durante todos os meses do ano (Horwitz, 1996; Mehnert 
et al., 1999).

Sabe-se que os adenovírus apresentam maior estabilidade na água do 
que os enterovírus e outros vírus entéricos, porém têm sido evidenciados poucos 
surtos de gastrenterites causados por adenovírus associados a águas destinadas ao 
consumo humano contaminadas (Mehnert et al., 2001; Frost et al., 2002; Lee & 
Kim, 2002)

Vírus das hepatites A e E

O vírus da hepatite A (HAV), pertencente ao gênero Hepatovirus e à família 
Picornaviridae, apresenta-se estruturalmente como um nucleocapsídeo icosaédrico 
não envelopado, medindo de 27 nm a 32 nm de diâmetro. O genoma que compõe 
a partícula é uma molécula de RNA linear com 7,5 Kb, de fita simples e polaridade 
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positiva. Esse genoma é dividido em três regiões: região 5’ não codificadora; longa 
ORF codificadora de 11 proteínas, algumas estruturais (VP1, VP2, VP3, VP4, 2A, 
3B) e outras não estruturais (2B, 2C, 3A, 3C, 3D) e região 3’ não codificadora. O 
HAV, estável em pH 1 e em aquecimento de 60ºC por 60 min, dificilmente cresce 
em culturas de células (Rueckert, 1996; Hollinger & Ticehurst, 1996).

A distribuição mundial da hepatite A apresenta diferentes níveis de 
endemicidade e está diretamente relacionada com as condições sanitárias e 
socioeconômicas das populações. A transmissão dessa virose ocorre por via fecal-
oral, principalmente através da ingestão de água e alimentos contaminados. Pode 
manifestar-se como hepatite ictérica ou anictérica, ou desenvolver-se de forma 
inaparente ou subclínica, o que acontece em 80% dos casos de infecção (Hollinger 
& Ticehurst, 1996).

Surtos de hepatite A associados ao consumo de águas de beber e à utilização 
de águas de recreação contaminadas têm sido evidenciados (Frost et al., 2002). O 
HAV também tem sido detectado em águas de poços (De Serres et al. 1999; Borchardt 
et al., 2003), sistemas de tratamento de esgoto, rios (Schvoerer et al., 2000), córregos 
e esgotos (Sassaroli et al., 2000; Clemente-Casares et al., 2003).

O vírus da hepatite E (HEV), transmitido por via fecal-oral, assemelha-se aos 
vírus da família Caliciviridae. O vírion não possui envelope, apresenta um nucleocapsídeo 
de simetria icosaédrica, com diâmetro variando entre 27 nm e 32 nm e um genoma de 
fita simples de RNA de polaridade positiva. A infecção é similar à hepatite A, mas pode 
ser mais severa, especialmente em mulheres grávidas (Purcell, 1996). 

Epidemias e casos esporádicos causados por HEV veiculados pela água 
foram relatados em vários países da Ásia, África e América Latina (Appleton, 
2000). Nos EUA, Espanha e França, o HEV também foi detectado em amostras 
de esgotos urbanos provenientes de diferentes áreas consideradas não endêmicas 
(Clemente-Casares et al., 2003).

Astrovírus

Os astrovírus, pertencentes à família Astroviridae, possuem partícula viral 
esférica e não envelopada, medindo de 28 nm a 30 nm de diâmetro, com bordas 
bem definidas, apresentando, caracteristicamente, uma configuração de estrela de 
cinco ou seis pontas. O genoma viral é constituído de uma fita simples de RNA de 
polaridade positiva. A infecção por astrovírus em humanos é caracterizada por uma 
gastrenterite aguda com dois a três dias de duração. O pico da infecção é observado 
nos meses de inverno, em regiões de clima temperado, e na estação de chuvas em 
regiões de clima tropical. O astrovírus geralmente não cresce em culturas de células, 
embora sua propagação e isolamento tenham sido possíveis em linhagens de células 
de carcinoma de cólon intestinal (CaCo-2) (Matsui & Greenberg, 1996).

Existem poucos relatos da incidência de astrovírus no ambiente aquático 
e raramente esses vírus têm sido detectados em amostras de água e em crustáceos 
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contaminados por descargas de esgotos (Appleton, 2000; Gofti-Laroche et al, 2001; 
Wyn-Jones & Sellwood, 2001).    

INVESTIGAÇÕES DE SURTOS VIRAIS VEICULADOS PELA ÁGUA

Levantamentos epidemiológicos conduzidos em diferentes países revelam 
o envolvimento de vírus entéricos em surtos associados a águas contaminadas. 

No Canadá, em 1995, ocorreu um surto de hepatite A devido à ingestão 
de águas contaminadas de poços (De Serres et al., 1999). Em 1998, um surto de 
gastrenterite, na Suíça, confirmou a presença de enterovírus e de norovírus em 
amostra de água de beber contaminada por esgoto (Häfliger et al., 1999). Em 1999, 
nos Alpes Franceses, sudeste da França, ocorreu um surto de doença digestiva aguda 
envolvendo 19 pessoas que haviam ingerido águas de torneira contaminadas por 
enterovírus e rotavírus (Gofti-Laroche et al., 2001).

Nos EUA, de 1971 a 1998, ocorreram 625 surtos de gastrenterites 
como conseqüência da ingestão de águas de beber contaminadas e 161 surtos de 
gastrenterites adquiridas após a utilização de águas de recreação contaminadas. 
Do total de 786 surtos, 30 foram causados por HAV, 29 por norovírus, dois por 
adenovírus, 2 por enterovírus e 2 por rotavírus (Frost et al., 2002). Entre 1999 e 
2000, ainda nos EUA, foram constatados três surtos por norovírus associados à 
recreação em piscina e ao consumo de água proveniente de sistemas não tratados 
contaminados, nos quais foram atingidas 202 pessoas (Lee et al., 2002).

Na Coréia do Sul, entre 1997 e 1998, adenovírus e enterovírus foram 
encontrados em águas de torneira. Entre os enterovírus foram detectados os 
coxsackievírus B e echovírus 6. Ambos foram identificados como agentes 
causadores de meningite asséptica no país naquele período (Lee & Kim, 2002). 

De 1995 a 2000, dos surtos de gastrenterites causados por norovírus ou 
rotavírus associados ao consumo de alimentos e águas contaminadas que foram 
notificados na Europa, 24% ocorreram na Finlândia, 17% nos Países Baixos, 14% 
na Eslovênia, 7% na Espanha e 7% na Inglaterra (Lopman et al., 2003). 

No Brasil, entre 1987 e 1988, Mehnert e Stewien (1993) realizaram a 
primeira investigação de rotavírus em águas de esgotos e córregos poluídos na 
cidade de São Paulo, utilizando como metodologias a imunofluorêscia indireta e 
a imunoperoxidase direta. Entre 1988 e 1989, 1998 e 1999, Mehnert et al. (1999) 
identificaram adenovírus em amostras de águas provenientes dos mesmos locais 
analisados por Mehnert e Stewien (1993), na cidade de São Paulo, através do 
método imunoenzimático para detecção de rotavírus e adenovírus (EIERA).

Em algumas cidades do estado São Paulo, entre 1998 e 2003, foram realizados 
outros estudos na área de virologia ambiental utilizando-se métodos moleculares, nos 
quais foram identificadas as presenças de HAV (Sassaroli et al., 2000), rotavírus 
(Queiroz et al., 2001; Pauli et al., 2003) e adenovírus (Santos et al., 2001; Garrafa et al., 
2003; Martins et al., 2003) em águas de esgotos, córregos e poços analisados. 
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Na cidade de Vitória (ES), Keller & Gonçalves (2001) detectaram a 
presença de rotavírus em 33,3% das amostras de águas de esgoto analisadas por RT-
PCR, provenientes de uma planta de tratamento de esgoto planejada para atender 
1.000 habitantes nesta cidade.

As ostras provenientes de ambientes marinhos podem contaminar-se 
facilmente por descargas de esgoto, por serem animais bivalves que se alimentam 
por filtração. Assim, são capazes de reter materiais orgânicos ou partículas, 
incluindo os vírus, presentes na água do mar. Os vírus podem permanecer estáveis 
nos tecidos de moluscos bivalves comestíveis em concentrações 100 vezes mais 
elevadas do que na água do mar. Esse fato é suficiente para indicar a possibilidade 
da transmissão de doenças virais pela ingestão de certos alimentos provenientes 
do ambiente marinho, principalmente quando estes são consumidos crus ou mal 
cozidos (Marques et al., 1991; Appleton, 2000). Estudos investigativos de vírus em 
ostras, realizados na cidade de Florianópolis (SC), confirmaram a presença de HAV, 
rotavírus, poliovírus e adenovírus nestes alimentos (Coelho et al., 1999; Santos et 
al., 1999; Vinatea et al, 2002; Rigotto et al., 2003).

ANÁLISE MICROBIOLÓGICA DA ÁGUA

Análises microbiológicas de rotina da qualidade da água não consideram 
vírus como indicadores de contaminação, somente as bactérias (Mehnert, 2001;  
Carducci et al., 2003). 

Estudos comparativos da detecção de enterovírus (Lee & Kim, 2000, Gofti-
Laroche et al., 2001; Schvoerer et al., 2001), adenovírus (Lee & Kim, 2000), rotavírus 
(Gofti-Laroche et al., 2001; Kittigul et al., 2001; Borchardt et al., 2003), astrovírus 
(Gofti-Laroche et al., 2001), HAV e norovírus (Schvoerer et al., 2000; Borchardt et 
al., 2003) com coliformes fecais mostraram que não há correlação entre estes agentes 
nas amostras de água de esgotos, rios, córregos, poços e torneiras examinadas.

Griffin et al. (1999), Gofti-Laroche et al. (2001) e Borchardt et al. (2003) 
pesquisaram simultaneamente bactérias e vírus entéricos em amostras de água e 
mostraram que, apesar de não haver relação significativa entre bactérias e vírus 
detectados, houve uma associação entre vírus e componentes à base de cloro 
presentes nas amostras analisadas.  

O tratamento convencional completo da água para consumo humano é 
constituído de processos de aplicação de cal e coagulante, floculação, decantação, 
filtração, cloração, correção de pH e fluoretação (Saneago, 2002). 

Na etapa da filtração, na qual as partículas e microrganismos ficam 
retidos em membranas ou filtros permeáveis, normalmente obtém-se água 
bacteriologicamente segura para consumo humano. A remoção viral, entretanto, é 
geralmente ineficiente, uma vez que os vírus apresentam menores diâmetros que 
as bactérias e dificilmente ficam retidos nos filtros, por isso não são removidos 
(Payment, 1998; Lee et al., 2002; Saneago, 2000).
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A etapa da cloração, isto é, a desinfecção de microrganismos remanescentes 
após a filtração por ação do cloro é um processo altamente eficiente contra algumas 
bactérias Gram-negativas intestinais pertencentes ao grupo dos coliformes. No 
entanto, não é medida de controle adequada para enterovírus, adenovírus e rotavírus 
e é extremamente insuficiente na remoção de HAV e norovírus, que são ainda mais 
resistentes à cloração (Keswick et al., 1985; Payment, 1998; Appleton, 2000; Lee & 
Kim, 2000; Gofti-Laroche et al., 2001; Theron & Cloete, 2002). 

Entre os vírus entéricos, os norovírus são mais resistentes à inativação 
por cloro, uma vez que têm permanecido viáveis em águas tratadas com cloro em 
concentrações de 3,75 mg/L a 6,26 mg/L, normalmente usadas no tratamento de 
água potável e eficientes na inativação de poliovírus, rotavírus e bacteriofagos f2. 
Esses vírus mostram-se sensíveis em águas cloradas com concentração de 10 mg/L, 
geralmente aplicada no tratamento dos sistemas de abastecimento de água após 
detecção de contaminação (Keswick, 1985; Appleton, 2000).

O HAV é também mais resistente à cloração do que outros vírus entéricos, 
pois não é inativado em águas consideradas potáveis que apresentam níveis de 
cloreto livre variando de 0,5 mg/L a 1,5 mg/L. Contudo, este vírus perde sua 
infecciosidade após tratamento com cloro em concentração de 5mg/L durante um 
minuto, ou ainda, tem sua infecciosidade reduzida após exposição a hipoclorito de 
sódio, glutaraldeído a 2% e compostos amônios quartenários (Appleton, 2000).

Segundo Payment (1998), a desinfecção por ozônio é o método mais 
eficiente para inativação da maioria dos agentes patogênicos conhecidos durante o 
tratamento da água. 

Sempre existiram dificuldades tecnológicas em obter dados relacionados 
com a contaminação viral da água. Esta avaliação exige a análise de amostras de 
água volumosas e métodos eficientes e rápidos para concentração e detecção de 
vírus em amostras com diferentes origens (Marques, 1991; Carducci et al., 2003; 
Mehnert, 2001).

A análise virológica da água destinada ao consumo humano é, portanto, 
pouco realizada, especialmente em situações ocasionais de controle, sendo as 
investigações restritas às autoridades sanitárias e, na maioria das vezes, subestimadas 
(Gofti-Laroche et al., 2001; Carducci et al., 2003). 

Por estas razões, torna-se difícil estabelecer um padrão de qualidade 
virológica da água, em que seja utilizado um indicador viral comum capaz de 
apontar uma melhor qualidade da água sob diferentes aspectos, seja da água pura e 
nunca utilizada, seja da contaminada após acidentes de poluição e também daquela 
usada na análise de sazonalidade (Carducci et al., 2003). 

Alguns autores têm sugerido a pesquisa de bacteriófagos tais como 
bacteriófagos F-específicos de RNA, fagos de Bacteriodes fragilis e fagos de 
Escherichia coli, como bons indicadores para monitorar a qualidade virológica da 
água, já que eles podem estar presentes em fezes humanas e de animais, apresentam 
tamanho e morfologia semelhantes às de grupos de vírus entéricos patogênicos, além 
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de possuírem características de sobrevivência e de transporte similares. Entretanto, 
as investigações realizadas com bacteriófagos têm mostrado baixa ocorrência ou 
ausência desses organismos em águas analisadas (Bosch, 1998; Griffin et al., 1999; 
Gofti-Laroche et al., 2001; Borchardt et al., 2003; Hot et al., 2003).

As autoridades governamentais européias incluíram nos padrões 
microbiológicos utilizados na avaliação da qualidade da água a pesquisa de 
enterovírus como indicadores virológicos, além dos indicadores bacterianos 
(Mehnert et al., 2001). No Brasil, embora a Portaria nº 1469, de 29 de dezembro 
de 2000, do Ministério da Saúde, haja feito referência à necessidade da inclusão 
desses vírus como parâmetros de avaliação virológica da água (Brasil, 2001) e de 
estudos realizados terem demonstrado que os enterovírus podem ser considerados 
importantes indicadores de contaminação ambiental e fecal de origem humana e 
animal (Schvoerer et al., 2001; Ley et al., 2002; Hot et al., 2003), nenhuma portaria 
ou legislação foi ainda elaborada no país preconizando a pesquisa de enterovírus 
como indicadores virológicos em amostras de água.

Estudos recentes conduzidos na Europa e na África sugerem o uso de 
adenovírus como indicadores de poluição viral humana no lugar de enterovírus, visto 
que os adenovírus são mais estáveis no meio ambiental, podem ser evidenciados 
em todas as estações do ano, são detectados mais facilmente e não apresentam 
nenhuma correlação quantitativa significante estatisticamente com os indicadores 
bacterianos do grupo coliforme (Mehnert et al., 2001; Heerden et al., 2003). 
Algumas investigações realizadas no Brasil com enterovírus, rotavírus e adenovírus 
corroboram a maioria dessas considerações (Mehnert et al., 1999; Mehnert et al., 
2001; Santos et al., 2001; Garrafa et al., 2003; Martins et al., 2003).

ANÁLISE VIROLÓGICA DA ÁGUA

As etapas básicas para análise virológica da água são: coleta, concentração, 
remoção de inibidores e detecção de vírus específicos (Bosch, 1998). 

Coleta

De acordo com Queiroz et al. (2001), as amostras submetidas à análise 
devem ser coletadas, preferencialmente, no período da manhã, aproximadamente 
entre 8h e 9h e durante os dias da semana, a fim de minimizar os efeitos de variações 
diurnas refletidas por condições ambientais como temperatura da água, percentual 
de irradiação por luz UV, precipitação e alterações conseqüentes da ocupação e 
atividades humanas (Griffin et al., 1999).

O processamento das amostras deve ser realizado logo após a coleta. Se 
isso não for possível, deve-se mantê-las entre 2º e 10ºC até 48 horas ou, após esse 
período, a - 70ºC ou menos (Clesceri et al., 1998).
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Método de concentração

A concentração das partículas virais em amostras de água é uma etapa 
crítica, pois normalmente os vírus estão presentes em pequenas quantidades na 
água, sendo necessária a coleta de amostras volumosas (variando de um a 1.000 
litros ou mais, dependendo da origem da água a ser analisada), que serão reduzidas 
a volumes menores para serem posteriormente ensaiadas em poucos mililitros 
(Bosch, 1998; Wyn-Jones & Sellwood, 2001; Straub & Chandler, 2003). 

Um bom método de concentração deve ser tecnicamente simples, rápido 
e acessível e capaz de processar grandes volumes de água, de obter um pequeno 
volume de concentrado, de promover uma grande recuperação de vírus e de detectar 
uma ampla variedade de vírus, além de ser repetitivo e reprodutível (Bosch, 1998; 
Li et al., 1998; Wyn-Jones & Sellwood, 2001). 

Em diferentes investigações realizadas, o procedimento para concentração 
de vírus em amostras de água volumosas geralmente inclui a etapa de adsorção-
eluição, utilizando filtros ou membranas carregadas positivamente ou negativamente, 
fibras de vidro, de pó ou de algodão, ou ainda hidróxido de alumínio, ou a etapa de 
ultrafiltração, por fluidez tangencial ou por vórtex, seguida da etapa de precipitação 
através da floculação orgânica, ou da reação com sulfato amônico, ou da hidroextração 
com polietilenoglicol e/ou da etapa de ultracentrifugação (Bosch, 1998; Clesceri et 
al., 1998; Gofti-Laroche et al., 2001; Mehnert & Stewien, 1993; Keller & Gonçalves, 
2001; Kittigul et al., 2001; Queiroz et al., 2001; Wyn-Jones & Sellwwod, 2001; 
Beuret, 2003; Borchard et al., 2003; Carducci et al., 2003). 

De um modo geral, apesar dos vírus serem concentrados por diferentes 
metodologias com sucesso, alguns deles, como os rotavírus, são mais susceptíveis às 
variações de pH durante o processamento das amostras e a outros componentes orgânicos 
que possam estar presentes na água, o que dificulta a recuperação dessas partículas virais 
em relação aos outros vírus (Wyn-Jones & Sellwood, 2001; Queiroz et al., 2001).  

Segundo Wyn-Jones & Sellwood, (2001), porque os vírus apresentam 
uma massa molecular relativamente alta (Mr > 106), torna-se possível concentrá-los 
com êxito através de métodos de ultrafiltração e ultracentrifugação.

No Brasil, desde de 1988, trabalhos realizados têm utilizado um método de 
concentração em duas etapas: adsorção-eluição por filtração através de membrana 
de filtro eletropositiva Zeta Plus 60 S (ZP60S), seguida de ultracentrifugação, na 
pesquisa de rotavírus, adenovírus e vírus da hepatite A em amostras de água (Mehnert 
& Stewien, 1993; Mehnert et al., 1997, 1999; Sassaroli et al., 2000; Queiroz et al., 
2001; Garrafa et al., 2003; Martins et al., 2003; Pauli et al., 2003). Esse método é 
muito eficiente por ser simples, rápido, de baixo custo, além de ser capaz de promover 
uma grande recuperação de vírus a partir de amostras de água volumosas. 

Outros métodos também têm sido utilizados no Brasil, como a filtração em 
membrana estéril e precipitação com polietilenoglicol 6000 utilizada durante pesquisa 
de rotavírus em águas de esgoto no Espírito Santo (Keller & Gonçalves, 2001).
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Métodos de detecção, enumeração e identificação

A identificação de vírus em águas de diferentes origens tem sido realizada 
de diversas formas, de acordo com seu crescimento ou não em culturas celulares 
(Wyn-Jones & Sellwood, 2001).

Culturas celulares

As culturas de células são métodos tradicionais utilizados na detecção de 
alguns vírus, como os enterovírus, em amostras de água concentradas, que são capazes 
de infectar células de origem animal ou humana em ensaios de placa in vitro. A cultura 
celular, apesar de ser um método muito sensível e detectar partículas virais infecciosas, 
requer de três dias a mais de seis semanas para evidenciar os efeitos citopáticos, além de 
ser uma técnica onerosa e com baixa especificidade (Reynolds et al., 1996; Gilgen et al., 
1997; Abbaszadegan et al., 1999; Wyn-Jones & Sellwood, 2001; Frost et al., 2002).

Experimentos que utilizam a semeadura experimental de amostras de 
água para posterior detecção por métodos imunológicos ou moleculares usam esta 
técnica para determinar a porcentagem de recuperação das partículas virais ao longo 
do processo da concentração (Mehnert et al., 1997; Gilgen et al., 1997; Ijzerman et 
al., 1997; Li et al., 1998; Kittigul et al, 2001; Carducci et al., 2003).

A cultura de células, apesar de permitir que ensaios de quantificação viral 
sejam realizados, não é capaz de caracterizar sorotipos de vírus, o que é possível por 
testes imunológicos ou moleculares (Wyn-Jones & Sellwood, 2001).

Métodos imunológicos

Entre os métodos imunológicos, a imunofluorescência, a imunoperoxidase, 
a quimioluminescência e a citometria de fluxo destacam-se como técnicas altamente 
específicas usadas no acompanhamento de processos de recuperação e detecção de 
vírus isolados em culturas de células a partir de amostras de água (Mehnert & Stewien, 
1993; Mehnert et al., 1997; Li et al., 1998; Greening et al., 1999; Wyn-Jones & 
Sellwood, 2001). Entre estes, a quimioluminescência é até dez vezes mais sensível que 
os outros métodos utilizados na detecção de vírus em água (Greening et al., 1999).

Métodos moleculares

O uso de ensaios moleculares, particularmente da técnica de reação em 
cadeia pela polimerase (PCR), tem permitido novos avanços na detecção e controle 
de vírus entéricos presentes na água. A PCR é uma técnica utilizada para amplificar 
seqüências de ácidos nucléicos virais através de reação enzimática, mesmo quando 
as partículas virais estão presentes em pequenas quantidades em amostras de água 
(Abbaszadegan et al., 1999; Carducci et al., 2003). 
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Comparada com a cultura de células utilizada para detecção de vírus, 
a PCR apresenta várias vantagens: o tempo requerido por esse ensaio pode ser 
reduzido de dias ou semanas para horas, os custos para execução dessa técnica 
são substancialmente menores, além de ser uma metodologia mais fácil de ser 
realizada e que apresenta alta especificidade e sensibilidade (Gilgen et al., 1997; 
Abbaszadegan et al., 1999; Schvoerer et al., 2000; Abbaszadegan, 2001; Gofti-
Laroche et al., 2001; Frost et al., 2002; Carducci et al., 2003).    

Além disso, este método facilita a identificação de vírus patogênicos 
fastidiosos, que não crescem bem em ensaios de cultura de células, como rotavírus, 
calicivírus, HAV e alguns adenovírus, assim como amplia as informações já 
disponíveis para enterovírus, que apresentam bom crescimento em culturas celulares 
(Abbaszadegan et al., 1999; Schvoerer et al., 2000; Wyn-Jones & Sellwwod, 2001; 
Carducci et al., 2003).

Dessa forma, a análise de amostras de águas por PCR e confirmadas por 
hibridização por Southern-blot ou nested PCR, geralmente usados para aumentar 
a sensibilidade e confirmar a especificidade do ensaio PCR, tem evidenciado a 
presença de HAV, rotavírus, norovírus e enterovírus de poços nos EUA (Borchardt 
et al., 2003; Abbaszadegan et al., 1999); de enterovírus, rotavírus, astrovírus, 
calicivírus e HAV de áreas de recreação para banho, de torneiras e de sistemas de 
tratamento de esgoto na França (Gofti-Laroche et al., 2001; Schvoerer et al., 2001; 
Schvoerer et al., 2000); de enterovírus, rotavírus e pequenos vírus arredondados 
do rio Aare em Berne, na  Suíça, e de enterovírus e calicivírus em água de beber 
nesse país (Gilgen et al., 1997; Häfliger et al., 1999); de enterovírus e adenovírus 
de torneiras na Coréia do Sul (Lee & Kim, 2002); de rotavírus, adenovírus e HAV 
de esgotos, córregos e poços no Brasil (Sassaroli et al., 2000; Keller & Gonçalves, 
2001; Queiroz et al., 2001; Santos et al., 2001; Garrafa et al., 2003; Martins et al., 
2003; Pauli et al., 2003).

No estudo dos vírus em água, a principal desvantagem apontada em relação 
à técnica PCR é sua incapacidade de distinguir vírus viáveis ou potencialmente 
infecciosos de vírus não viáveis ou não infecciosos que apresentam o genoma viral 
livre após a lise (Mehnert et al., 1997;  Bosch, 1998; Abbaszadegan et al., 1999; Gofti-
Laroche et al., 2001;  Schvoerer et al., 2001; Li et al., 2002; Carducci et al., 2003). 

A técnica de PCR detecta principalmente partículas virais intactas e 
não o genoma viral desprendido após a lise, pois o ácido nucléico livre tem uma 
estabilidade menor no ambiente, apesar de ser detectado mesmo quando os vírus 
estão inativados por desinfecção química, calor ou proteases presentes na água 
(Gilgen et al., 1997; Carducci et al., 2003). 

A PCR, mesmo não sendo um procedimento perfeito para indicar 
partículas virais infecciosas, ainda é considerada por alguns autores como uma boa 
técnica de monitoramento de contaminação viral de amostras ambientais, por ser 
um método rápido, prático, de baixo custo e muito sensível (Abbaszadegan et al., 
1999; Gofti-Laroche et al., 2001; Carducci et al., 2003).
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Outra desvantagem da PCR ou RT-PCR (reação em cadeia pela polimerase 
pós-transcrição reversa), voltada para detecção de vírus em água, é sua limitação 
mediante certos inibidores da enzima da reação tais como: proteínas, carboidratos, 
ácidos húmico e fúlvico e outros compostos orgânicos que possam estar presentes 
nas amostras de águas concentradas. Torna-se necessária, portanto, a remoção dos 
inibidores antes da detecção de vírus. Técnicas que começam com diálise, seguida 
de extração com solvente, ultrafiltração e purificação das amostras, têm mostrado 
resultados satisfatórios na remoção de inibidores e também na detecção de vírus pela 
técnica de PCR. Entretanto, alguns métodos aplicados têm afetado a capacidade 
de recuperação de vírus (Gilgen et al., 1997; Ijzerman et al., 1997; Greening et al., 
1999; Queiroz et al., 2001; Wyn-Jones & Sellwwod, 2001).

A PCR convencional, monoplex, não é capaz de detectar vários tipos de 
vírus simultaneamente em uma mesma amostra de água analisada, pois utiliza um 
tipo de primer para cada grupo viral investigado, comprometendo, dessa forma, a 
praticidade do método, além de tornar a pesquisa mais demorada e onerosa. Na PCR 
multiplex, usa-se uma mistura de diferentes primers para detectar vários tipos virais 
simultaneamente em única amostra, o que torna o método mais rápido e econômico 
que a PCR monoplex. Apesar disso, é mais susceptível à contaminação, visto que os 
primers utilizados nesta mistura podem interferir uns nos outros e, assim, dificultar 
a pesquisa de três ou mais tipos de vírus quando realizada ao mesmo tempo (Egger 
et al., 1995; Wyn-Jones & Sellwwod, 2001; Li et al., 2002).

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os progressos laboratoriais na habilidade de concentrar e detectar vírus 
entéricos a partir de amostras de água de diferentes origens permitiram ampliar, de 
modo considerável, os conhecimentos na área da virologia ambiental (Marques, 
1991; Mehnert, 2001). No entanto, alguns questionamentos têm surgido como 
conseqüência desses avanços (Wyn-Jones & Sellwood, 2001).

Os métodos de concentração ainda apresentam muitas controvérsias 
quanto ao volume de água necessário a ser coletado, à eliminação de componentes 
inibidores e à eficiência de recuperação das partículas virais (Clesceri et al., 1998). É 
necessário, portanto, que esses métodos continuem sendo desenvolvidos e testados 
para que as metodologias disponíveis possam ser modificadas e melhoradas, de 
modo que permitam a detecção adequada de patógenos virais veiculados pela água 
(Clesceri et al., 1998; Wyn-Jones & Sellwood, 2001).

Os métodos de detecção molecular representam um passo significante 
em termos de diagnóstico, quando comparados aos métodos convencionais 
inicialmente usados no estudo da virologia aquática (Theron & Cloete, 2002). 
Contudo, estes ensaios precisam ser melhorados em relação ao reconhecimento 
da infecciosidade viral, principalmente quando empregados em casos de 
monitoramento de contaminação viral e de avaliações de risco quantitativas com 



100 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL

patógenos que não crescem em culturas de células (Wyn-Jones & Sellwood, 2001; 
Carducci et al., 2003).

Através de análises de genotipagem, vários genótipos virais têm sido 
isolados em águas. Estes estudos são de importância fundamental para determinar 
a circulação de patógenos virais entéricos no ambiente aquático, a origem de vírus 
entéricos animais transmitidos para humanos através de veiculação hídrica e a 
poluição da água por material fecal humano (Wyn-Jones & Sellwood, 2001).

De fato, é necessário quem tenham continuidade pesquisas que busquem 
o desenvolvimento de um protocolo molecular simples, eficiente e acessível para ser 
utilizado na rotina da avaliação virológica da água (Theron & Cloete, 2002), como 
também para o estabelecimento de um indicador viral “universal” que seja capaz de 
monitorar a presença de todos os vírus patogênicos e de garantir uma boa qualidade da 
água destinada ao consumo humano em termos de segurança virológica (Bosch, 1998). 

ABSTRACT

Enteric viruses vehiculated by water: microbiological aspects and water quality control

Human enteric viruses cause important waterborne diseases. These pathogens are 
excreted with the feces of infected individuals in large numbers, and many of them 
tend to be persistent in aquatic environment and are also able to survive in water in 
an infectious state form for months. Such agents show more resistance to current 
procedures used in water and sewage treatment for bacterial removing and could 
contaminate water for human consumption. The bacterial coliform group indicators 
fail to give a reliable clue of virological quality of water because the viruses are more 
resistant to many of standard methods used in the control of the traditional bacterial 
pathogens. Large volumes of water samples and concentration methods with a 
high virus recovery rate are necessary to detect them in environmental samples 
because these pathogens are obligate intracellular parasites and can not multiply 
in these samples. Besides that, they are in a low number in water samples. Some 
enteric viruses are fastidious microorganisms and can not grow easily in routine 
traditional methods as the cell culture, hence, the use of more sensitive detection 
techniques is necessary, which demand complex implementations. With the recent 
progresses in laboratorial techniques concerning viral concentration methods and 
the discovery of highly sensitive molecular methods, as polymerase chain reaction 
(PCR) and reverse transcription (RT) – PCR, the number of investigations in aquatic 
virology field have been increased. Therefore, this will give the possibility of the 
elaboration and adopting of warning and preventive tools that will minimize the 
water contamination with viruses. Up to date, these measures are used in occasional 
emergence control situations by sanitary authorities.

KEYWORDS: Water. Enteric viruses. PCR. Review.
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