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RESUMO: (Enterovirus como indicadores de qualidade da agua). Os enterovirus fazem parte do grupo dos virus entéricos,
constituido de importantes patdgenos, isolados com frequéncia de 4guas contaminadas por poluigdo fecal. Recebem essa classi-
ficagdo principalmente por suas caracteristicas de replicagdo no trato intestinal do hospedeiro e transmissao pela via fecal-oral.
Esse grupo de virus resiste a altas concentragdes de diferentes compostos clorados, apresentando, assim, resisténcia aos trata-
mentos habituais da 4gua. Atualmente, o principal parametro utilizado para controle microbioldgico da dgua sdo os coliformes
fecais. Caso esses coliformes estejam presentes, deve-se evitar o consumo humano da dgua analisada. Porém, diversos autores
tém discutido a presenga de enterovirus em amostra de 4guas mesmo na auséncia de coliformes, o que parece desmerecer essas
bactérias como confidveis marcadores de polui¢do fecal. Além disso, dentre os patdgenos veiculados pela dgua, a presenca de
enterovirus ¢ considerada pela OMS como sendo um indicio de contaminagdo fecal e relacionada a epidemias de doengas de
veiculacdo hidrica. Este fato ¢ exacerbado por serem os enterovirus frequentes causadores de doengas habituais, tais como
diarreias e conjuntivites, assim como doengas mais graves, incluindo meningoencefalites.

PALAVRAS-CHAVE: enterovirus, bioindicador, analise virologica da agua.

ABSTRACT: (Enteroviruses as indicators of water quality). Enteroviruses belong to enteric virus group, which is composed by
pathogens often isolated from water contaminated with fecal pollution. They receive this classification mainly due to their abil-
ity to replicate in the host’s gut and be transmitted through the fecal-oral route. This group of virus resist to high concentrations
of chlorine, showing resistance to the usual protocols for treatment of water. Monitoring of fecal pollution in water is usually
performed through the detection and quantification of fecal coliforms. When coliforms are present, it is recommendable to avoid
the human consumption of water. However, several authors reported the presence of enteric viruses in water samples that are free
of coliforms, this fact might indicate that this bacterial parameter is a non reliable indicator of fecal pollution. Besides, among
the pathogens transmitted by water, the presence of enteroviruses is considered by WHO a reliable indicator of fecal contamina-
tion and related with epidemic diseases transmitted by water. This fact is exacerbated due the frequency of enterovirus causing
habitual diseases, such as diarrhea and conjunctivitis, as well as more severe diseases, including meningitis and encephalitis.
KEY WORDS: enterovirus, bioindicator, viral analysis of water.

HISTORICO Este avanco metodoldgico conduziu ao desenvolvimento

Os enterovirus pertencem & mesma familia (Picorna- posterior de vacinas inativadas contra poliomielite por

viridae) que inclui o primeiro virus animal descrito, o
virus da Febre Aftosa (FMDV), nos trabalhos pioneiros
de Loeffler & Frosch, em 1897. A semelhanga do FMDYV,
a familia também alberga virus de grande destaque, tais
como os Poliovirus, que de forma similar possui eleva-
da capacidade de transmissdo e é alvo de campanha de
erradicagdo através de vacinas. Landsteiner e Popper,
em 1908, conseguiram transmitir poliomielite entre pri-
matas ndo-humanos utilizando um filtrado, mostrando
assim que a doenga seria causada por um agente filtravel.
Depois, observou-se que trés diferentes sorotipos de
poliovirus existiam, ja que um Unico antissoro no se
mostrava eficiente para neutralizar a infectividade de
todas as amostras estudadas (Hyypia et al. 1997). Esses
foram os primeiros virus a serem inoculados e propa-
gados em cultivos celulares in vitro, ja no ano de 1949
(Enders et al. 1949), um marco na historia da virologia.

Salk, em 1953, e vacinas atenuadas, por Sabin, em 1955
(Salk 1953, Sabin 1955). Essas vacinas tém-se mostrado
relativamente seguras e efetivas ao logo dos anos (Hyypia
et al. 1997), todavia, os riscos de reversao a viruléncia
e deste modo a impossibilidade de remover a vacinagao
em médio prazo, tem sido um obstaculo a erradicagio
da enfermidade. Além disso, dada a excregdo do virus
vacinal, a vigilancia de sua dissemina¢do no ambiente
também deve ser uma meta para os proximos anos.
Enquanto isso, Dalldorf e Sickles, em 1948, isolaram
um novo virus a partir de amostras clinicas de duas crian-
¢as com casos suspeitos de poliomielite. Estes patogenos
induziam paralisia em ratos recém-nascidos (Dalldorf &
Sickles 1948), em contraste com os poliovirus previa-
mente descritos, os quais normalmente causavam doenca
apenas em primatas. Esse novo virus foi chamado de
Coxsackievirus e mais tarde de virus Coxsackie A (CAV)
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(Hyypia et al. 1997). O CAV induzia a uma paralisia
flacida, diferindo da paralisia espasmddica, observada
depois da inoculacdo de filtrados de outros enterovirus
em ratos. Hoje, sabe-se que este ultimo agente € o virus
Coxsackie B (CBV) (Hyypia et al. 1997).

No final dos anos 50, foram identificados ainda virus
semelhantes em animais domésticos, especialmente em
suinos e bovinos. Foram descritos pelo menos treze
sorotipos de enterovirus suinos (PEV) (Knowles et al.
1979, Honda et al. 1990, Auerbach et al. 1994) e dois
sorotipos de enterovirus bovinos (BEV) (Knowles &
Barnett 1985, Urakawa & Shingu 1987). Enterovirus
isolados de outros animais como ovelhas, cabras, veados
e outros mostraram estar relacionados ao BEV-1 (Ham-
blin et al. 1985, Sharma et al. 1986, Urakawa & Shingu
1987). Mais recentemente, foi observado, em suinos,
um novo agente desta familia, denominado Teschovirus
(Larry & Lutwick 2006).

O surgimento das técnicas de cultivo celular permi-
tiu, em 1949, isolar enterovirus que ndo se replicavam
em animais experimentalmente inoculados. Esse ¢ o
caso do Echovirus, que foi isolado de amostras onde
o Poliovirus e os Coxsackievirus normalmente eram
encontrados. Todavia, ndo se denotava patogenicidade
para esse grupo viral em experimentos animais. Os
Echovirus ndo estavam relacionados a nenhuma doenga
até 1955, dai seu nome, onde ECHO ¢ a sigla em inglés
para Entérico, Citopatogénico, Humano e Orfio, por ndo
estarem associados a doengas (Committee On The Echo
Viruses 1955). Atualmente Echovirus tem predominado,
no género de enterovirus, como causador de epidemias de
meningite asséptica. Recentemente tal surto foi relatado
na Sérvia, onde em Junho e Julho de 2010 houve 80 casos
de meningite asséptica, sendo a espécie isolada o Echovi-
rus 30 (Cosié et al. 2010). Outro estudo que demonstrou
a relag@o deste virus com casos de meningite asséptica
foi realizado durante o ano de 2005, no Rio de Janeiro,
Brasil. Neste, em 22 pacientes, foi confirmada infecgao
pela mesma espécie de echovirus descrita anteriormen-
te (Pinto Junior et al. 2009). A maioria das infeccdes
relacionadas com esta espécie de echovirus predomina
na faixa etaria de 1 a 15 anos (Cosié¢ et al. 2010, Pinto
Junior et al. 2009).

De 1970 a 2005, foram detectados 52.812 isolados de
enterovirus nao-poliovirus, registrados pelo CDC. Os
15 enterovirus reportados mais comuns se enquadram
filogeneticamente em 83,5% dos enterovirus de sorotipos
previamente conhecidos (Khetsuriani et al. 2006).

CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E
MOLECULARES

Enterovirus sdo virus dotados de genoma de cadeia
unica de RNA com polaridade positiva. Seus virions
sdo ndo-envelopados, com um capsideo icosaédrico, o
qual mede entre 27 e 30 nm de didmetro. Sua cadeia de
RNA ¢ composta por aproximadamente 7,5 mil bases,
com apenas uma janela aberta de leitura funcional, a qual
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codifica um polipeptideo que da origem a proteinas virais,
flanqueada por regides ndo traduzidas (UTR) localizadas
nas extremidades 5’ e 3°. O processamento proteolitico
co- e pos- transcricional da origem a trés precursores,
nomeados P1 a P3. Estes produtos sdo secundariamente
clivados nas 4 proteinas estruturais (nominadas VP1 a
VP4). As proteinas estruturais, presentes no capsideo, sao
agrupadas para formar os virions, associadas as proteinas
nao estruturais (Racaniello 2007). As trés primeiras, VP1-
-VP3, sdo encontradas na superficie do virion, enquanto
a VP4 fica internalizada (Nasri, et al. 2007).

A replicagdo do RNA dos enterovirus ocorre no cito-
plasma (Sinha et al. 2006), sendo mediada por um com-
plexo aderido @ membrana, onde interagem as enzimas
virais virus-RNA-dependente, RNA polimerase e muitas
proteinas virais e celulares. (Racaniello 2007, Yin ef al.
2007, Sean & Semler 2008).

TAXONOMIA

Os enterovirus pertencem a ordem Picornavirales,
familia Picornaviridae, atualmente dividida em doze
géneros: Aphthovirus, Avihepatovirus, Cardiovirus, Ente-
rovirus, Erbovirus, Hepatovirus, Kobuvirus, Parechovirus,
Sapelovirus, Senecavirus, Teschovirus e Tremovirus (Inter-
national Comitte on Taxonomy of Viruses - ICTV 2009). O
género enterovirus foi inicialmente dividido por analises
gendmicas, antigénicas e de patogenicidade em subgru-
pos, tais como: poliovirus, coxsackievirus, echovirus,
os enterovirus numerados e teschovirus (Hyypia, et al.
1997). Por esse motivo, alguns virus receberam somente
um numero para identificagdo até que mais informagdes
estivessem disponiveis. Um exemplo disso € o virus da
hepatite A que, inicialmente, foi classificado como ente-
rovirus 72, sendo, ap0ds, reclassificado no género Hepa-
tovirus da familia Picornaviridae (Hyypia et al. 1997).

A dificuldade de classificacdo dos enterovirus causou
diversas modificacdes na sua taxonomia nos ultimos
anos. Dentro dos fatores responsaveis estao as variagdes
na sua patogenicidade, que sdo causadas pelas diferencas
na estrutura molecular das proteinas virais (Hyypia et al.
1997). Portanto, atualmente, a classificagdo proposta pelo
ICTV divide esse género em dez subgrupos, sendo sete
deles presentes em seres humanos: Rinovirus humano A,
B e C e enterovirus humano de A a D, enquanto trés sdo
tipicos de animais: enterovirus bovino, enterovirus de
simio A e enterovirus suino B (ICTV 2009). Nesta nova
classificagdo o poliovirus, que anteriormente formava
um subgrupo, foi reclassificado no grupo enterovirus
humano C (Leitch et al. 2009).

Dentro dos subgrupos de enterovirus humano, estao
mais de 100 sorotipos causadores de doengas (Fauquet
2005), sendo que o subgrupo A compreende entre tantos
os Coxsackievirus A2-A8, AlO, A12, Al14, A16 e Ente-
rovirus 71, o subgrupo B, Coxsackievirus A9 e B1-B6,
Echovirus 1-7,9, 11-21,24-27, ¢ 29-33 ¢ Enterovirus 69,
o subgrupo C, Coxsackievirus Al, All , A13, A15, A17-
22, e A24, e o subgrupo D, enterovirus 68 e 70 (King et
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al. 2000, Belguith ez al. 2007). Essas classificacdes t€ém
se baseado em propriedades biologicas e estruturais dos
enterovirus (Khetsuriani ef al. 2006).

EPIDEMIOLOGIA

Os enterovirus se multiplicam no trato gastrointestinal
dos individuos infectados, o que favorece a excrecao
destes em altas concentragdes pelas fezes (Abbaszadegan
2001). Deste modo a transmissdo de enterovirus se da
principalmente pela rota fecal-oral e oral-oral, mas tam-
bém através de contato direto com secregdes oftalmicas
e lesdes de dermatites (Lee & Jeong 2004). A média do
tempo de incubagdo varia entre trés e dez dias (Sinha et
al. 2006).

Por suas caracteristicas de transmissdo, os enterovirus
fazem parte do grande grupo dos chamados virus entéri-
cos. Esse grupo ¢ constituido de importantes patdgenos
encontrados com frequéncia em 4guas contaminadas por
poluicdo fecal (Fong & Lipp 2005). Esta contaminagao
pode ser dada diretamente por matéria fecal, vomito ou
indiretamente pela exposicdo a superficies contaminadas
(Fiore 2004, Lamhoujeb 2008, Kovac 2009). Enterovirus
tém sido isolados em varios tipos de aguas superficiais
e subterraneas, como marinha, rio, esgoto, agua fresca,
pogos e até mesmo, € mais importante para o ponto de
vista epidemioldgico, dgua considerada potavel, pos-
-tratamento convencional (Fong & Lipp 2005).

Além de apresentarem resisténcia aos métodos ha-
bituais de tratamento da agua, esses microrganismos
permanecem viaveis mesmo em grandes mudancas de
temperatura (Gregory & Litaker, Noble 2006, Sinha et
al. 2006). Para inativar 90% de poliovirus presentes em
agua salgada sdo necessarios 671 dias a temperatura de
4°C, ja a temperatura de 25°C esse tempo se reduz para
25 dias. Em comparacio, caso expostos por 24 horas a
luz solar, 99,9% dos poliovirus serdo inativados (Johnson
etal. 1997, Wetz et al. 2004). Essas propriedades fisico-
-quimicas permitem que tais virus permane¢am viaveis
no ambiente aquatico por longos periodos, podendo ainda
ser encontrados em alimentos e solo regados por agua
contaminada (Lee & Jeong 2004).

Outro fator que beneficia a distribui¢ao dos enterovi-
rus ¢ de outros virus entéricos ¢ sua alta infectividade.
Quando comparados com bactérias, o risco de infecgdo
viral por administragdo de agua contaminada ¢ de 10 a
10.000 vezes maior que o risco de infec¢do bacteriana se
beber dgua com quantidade similar de bactérias ou virus
de origem fecal (Haas ef al. 1993, Fong & Lipp 2005).

Uma caracteristica epidemioldgica curiosa € o fato dos
enterovirus apresentarem seu pico de novas infecgdes no
verdo, diminuindo o nimero de individuos afetados logo
apo6s. Esse aumento de intensidade das infec¢des no verdo
pode ser atribuido ao aumento das atividades recreativas
na agua, por for¢a da estacdo, e ao aumento da ingestao
de agua também em virtude das temperaturas elevadas e
maior necessidade de reposi¢ao hidrica (Kocwa-Haluch
2001, Sedmak et al. 2003, Hsu ef al. 2009). Além dis-

so, um real aumento das concentragdes de enterovirus
durante o verdo, como observado em aguas analisadas
pelo periodo de um ano na Tunisia (Belguith ez al. 2007),
causado por variagdes climaticas sazonais, em especial
aumentos nos indices pluviométricos, pode influenciar o
grande numero de casos de infecgdes no verdo.

DOENCAS CAUSADAS POR EN-
TEROVIRUS EM SERES HUMANOS

As infecgdes por enterovirus representam a causa mais
frequente de resfriados. Além disto, eles sdo importantes
causadores de gastroenterites, e entre outras doengas,
principalmente a poliomielite. Todavia, provavelmente,
a maior parte das infecgdes ocorre de forma subclinica,
pois dados apontam que nos Estados Unidos ocorrem,
de 30 a 50 milhdes de novas infec¢des por enterovirus
anualmente, sendo que dessas apenas 5 a 15 milhdes sdo
sintomaticas (Gregory & Litaker, Noble 2006).

A sintomatologia dessas infecgdes é caracterizada pela
alta heterogeneidade de manifestagdes clinicas (Bernit et
al.2004). Cada subgrupo, dentro desse género, apresenta
peculiaridades sintomatoldgicas diferenciadas (Fong &
Lipp 2005). E mesmo que sejam majoritariamente trans-
mitidas pela via fecal-oral, achados clinicos mostram que
além de causar gastroenterites, alguns desses virus inva-
dem outros 6rgdos a partir do trato intestinal causando,
entdo, infec¢des respiratorias, erupgdo cutanea, infec-
¢oOes generalizadas em recém-nascidos e envolvimento
do sistema nervoso central variando de uma meningite
moderada a casos fatais de encefalite e paralisia (Hyypia
et al. 1997).

Na maioria dos casos de infecgdes por enterovirus, ha
grande dificuldade de estabelecer um diagndstico preciso
baseado apenas nos sintomas clinicos, ja que muitas ou-
tras familias de virus devem ser consideradas além dos
diferentes enterovirus reconhecidos (Hyypia et al. 1997).

Poliovirus

O subgrupo poliovirus normalmente infecta o hospe-
deiro atingindo o sistema nervoso central, podendo causar
apoliomielite, que historicamente era a principal doenga
causada por enterovirus em seres humanos (Fong & Lipp
2005), hoje erradicada no Brasil e em vias de erradicagao
mundialmente (Schatzmayr & Filipis, Friederich 2002).

A enfermidade ¢ causada quase invariavelmente por
um dos trés sorotipos de poliovirus (Hyypia et al. 1997),
embora ja tenham sido relatados casos esporadicos de
doengas paraliticas causadas por outros enterovirus, tais
como o coxsackievirus. A ocorréncia de paralisia flicida
aguda (AFP) causada por enterovirus nao-poliovirus
(NPEV) ¢ freqiiente em paises onde a cobertura vacinal
visando erradicac@o global do poliovirus ainda ¢é baixa.
Em estudo realizado na India, 32,3% dos casos de AFP
causadas por NPEV eram pelo coxsackievirus, ¢ em
seguida o echovirus (Dhole et al. 2009).

Dentre os trés diferentes sorotipos de poliovirus, o
tipo 1 e 3 sdo reconhecidos como epidémicos, enquanto
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o tipo 2 € endémico (Kmetzsch et al. 2006). Via de regra,
o tipo 1 é responsavel pela infec¢do que causa a forma
severa de paralisia (Kmetzsch et al. 2006). Entretanto,
a forma clinica da poliomielite ¢ uma consequéncia de
apenas uma pequena minoria das infec¢des, ocorrendo
talvez em apenas de 0,1 a 1% dos casos de infecgdes
(Hyypia et al. 1997).

Uma variante do poliovirus selvagem, o poliovirus
derivado da vacina (VDPV) é outro agente causador
da AFP (Kew et al. 2005) e, apesar da poliomielite de
origem selvagem ter sido erradicada do continente ame-
ricano, casos de AFP, pelo VDPV, continuam a acontecer
em virtude de falhas de cobertura vacinal, ou ainda pela
visita de estrangeiros oriundos de paises onde a cobertura
vacinal é precaria (Dias et al. 2009). Poliovirus também
podem causar meningite asséptica ou doengas secunda-
rias ndo especificas, enquanto a maioria das infecgoes ¢
assintomatica (Hyypia et al. 1997).

Coxsackievirus

Os coxsackievirus tém sido associados nao apenas a
infec¢des no sistema respiratorio, AFP e gastroenterites,
mas também a diabetes insulino-dependente e doencas
cardiacas como pericardite e miocardite (Kocwa-Hauluch
2001).

Os coxsackievirus sdo usualmente classificados em
dois grandes grupos, A e B. O grupo A inclui 24 tipos
sorolégicos, enquanto o grupo B compreende seis soro-
tipos (Khetsuriani ez al. 2006). De acordo com o grupo,
diferentes sintomas de doengas sdo induzidos. O grupo
A demonstra um forte tropismo pelo tecido muscular
esquelético e cardiaco, enquanto o B tem mais tropismo
pelo tecido cerebral, figado, pancreas exocrino e tecido
adiposo multinocular (gordura marrom), e causa necrose
em orgdos parenquimais (Hyypia et al. 1997, Rajtar et
al. 2008).

Os coxsackievirus também podem estar relacionados
a outras manifestacoes clinicas de ordem mais rara ou
de frequéncia desconhecida em nosso meio: meningite,
encefalite asséptica, paralisia flicida (grupo A), paralisia
espasmodica (grupo B), conjuntivite hemorragica, her-
pangina, pleurodinia epidémica - Doenga de Bornholm,
exantema difuso e erupgdes cutaneas (Sinha et al. 2006).
Em especial o coxsackievirus B4, (antigo echovirus 22)
tem sido encontrado associado com alto risco de morte
(Khetsuriani et al. 2000).

Echovirus e enterovirus numerados

O subgrupo echovirus ¢ geralmente menos infeccio-
so que outros enterovirus e estd associado a resfriados
comuns e doengas respiratorias (Kocwa-Hauluch 2001).
Outros autores sugerem também que esse virus ndo esteja
relacionado com um amplo espectro de manifestagdes
clinicas (Hyypia et al. 1997). Todavia, alguns sorotipos
ja tem sido identificados como causadores de doengas
especificas, assim como o echovirus 9 e 30, frequente-
mente associados com meningite asséptica e o echovirus
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11, como causador de infec¢des sistémicas fatais em
neonatos (Kiang ef al. 2009).

Ja os enterovirus numerados enterovirus tipo 68 a
71 tém sido isolados de pacientes com bronquiolite,
conjuntivite, meningite ¢ paralisia, a qual se assemelha
a poliomielite (Kocwa-Hauluch 2001). Além destas
manifestacdes o enterovirus 71 pode também causar do-
engas neuroldgicas severas como a meningite asséptica,
paralisia e encefalite bulbar (Khetsuriani ez al. 2006).

Diabetes tipo [ e Enterovirus

A capacidade dos enterovirus infectarem o pancreas
humano ¢ conhecida de longa data (Yoon et al. 1979).
Porém, ainda ndo ¢ clara a relacdo que isso tem com a
diabetes insulino-dependente, diabetes do tipo 1 (DM1,
Roivainen 2006). O mecanismo de patogenia mais prova-
vel parece relacionado ao desencadeamento de respostas
de autoimunidade.

Em estudo realizado por Sarmiento et al. (2007) coe-
lhos foram imunizados com os sorotipos de enterovirus
mais frequentes e, em sequéncia, analisou-se a presenca
de trés auto-antigenos das células das ilhotas de hu-
manos. A analise demonstrou a presenga de anticorpos
contra antigenos da enzima pancreatica acido glutamico-
-descarboxilase (GAD) nos soros dos coelhos imunizados
com enterovirus. Quanto aos coelhos controle negativo,
nao foi detectada a presenca de nenhum dos trés anti-
corpos. Esses resultados parecem sugerir a existéncia de
determinantes antigénicos comuns entre sorotipos de en-
terovirus e auto-antigeno GAD de células Beta humanas
(Sarmiento et al. 2007). Foi demonstrado também que o
enterovirus possui tropismo in vitro e in vivo pelas células
das ilhotas humanas (Ylipaasto et al. 2004).

Outro estudo que realizou andlise post-mortem de
pancreas de pacientes com DM 1, utilizando hibridizagao
in situ, revelou a presenca de RNA de enterovirus exclu-
sivamente nas ilhotas (Ylipaasto et al. 2004).

Doengas causadas por enterovirus em outros animais

Além de o enterovirus ser isolado de seres humanos,
sua ocorréncia em animais tem sido evidenciada e muitas
vezes associada a enfermidades. Os enterovirus foram
investigados em animais domésticos variados e detec-
tados com frequéncia em suinos e bovinos. Enterovirus
também foram isolados de outros ruminantes, tais como
ovelhas, cabras e veados, sendo que estes normalmente
sdo relacionados filogeneticamente ao enterovirus bovino
(Hamblin & Knowles, Hedger, 1985, Sharma et al. 1986,
Urakawa & Shingu, 1987). Em outros estudos, virus deste
género foram encontrados também em aves (Mcnulty
et al. 1984, Spackman et al. 1984, Mcnulty et al. 1987,
Decaesstecker, 1989, Mcneilly er al. 1994). Doengas
como infertilidade, disturbios respiratorios e diarréia t€ém
sido diagnosticadas em animais como possivel efeito da
infeccdo por enterovirus (Hyypia et al. 1997).

ENTEROVIRUS EM BOVINOS

O enterovirus bovino (BEV) ¢ endémico em bovinos
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e a infec¢@o normalmente ¢ assintomatica (Goens et al.
2004, Mccarthy et al. 1999), ainda que possam ocorrer
esporadicamente manifestacdes clinicas entéricas ou
respiratdrias (Blas-Machado et al. 2007). Diversos estu-
dos tém isolado enterovirus bovino de fezes de animais
com sintomas de pneumonia, doengas respiratorias,
enterites, disenteria, e desordens de fertilidade, além do
BEV ter sido também isolado de soro fetal de abortos e
mais frequentemente de fezes de animais saudaveis (Zell
et al. 2006). Esse enterovirus ¢ excretado em grandes
quantidades nas fezes dos animais, o que permite sua
disseminacdo aos mananciais de agua das propriedades
rurais ¢ até mesmo a infec¢do de ruminantes silvestres,
portanto, tendo um potencial impacto ambiental direto
sobre a fauna (Jimenez-Clavero et al. 2005, Gur et al.
2008).

ENTEROVIRUS EM SUINOS

Dois sorotipos de enterovirus tém sido descritos como
agentes causadores de importantes doengas em suinos.
A Polioencefalomielite suina, doenga de Teschen, ou
poliomielite Porcina, ¢ causada pela infec¢do pelo en-
terovirus PEV-1, conhecido desde 1930 (Zhang et al.
1993, Hyypia et al. 1997). Outra enfermidade relevante
¢ adoenga vesicular dos suinos, causada pelo SVD, cujo
agente foi identificado inicialmente em 1966 (Hyypia et
al. 1997), sendo este ultimo um variante do enterovirus
humano CBV-5 (Zhang et al. 1993).

O Teschovirus suino, ainda que pertencente a outro
género da mesma familia dos enterovirus, geralmente
induz uma infecg¢do inaparente e ndo tem manifestacdes
clinicas evidentes (Kaku ez al. 2001). Apesar disso, este
virus pode estar associado a um transtorno neurologico
conhecido como doenga de Teschen-Talfan (Harding et
al. 1957). Este virus, anteriormente classificado como
enterovirus devido a grande semelhanca existente entre
ambos, principalmente nas propriedades fisico-quimicas,
compreende onze sorotipos, € a analise de suas sequén-
cias nucleotidicas levou a reclassificagdo das mesmas
em um novo género, denominado 7eschovirus, conforme
mencionado anteriormente, também pertencente a familia
Picornaviridae (Kaku et al. 1999, Kaku et al. 2001, Zell
et al. 2001, Krumbholz et al. 2002).

ENTEROVIRUS EM AVES

Até o ano de 1983, apenas dois virus encontrados em
galinhas haviam sido classificados como enterovirus:
o virus da Encefalomielite aviaria (AEV) e o virus da
Nefrite aviaria (ANV) (Smyth et al. 2007). Apos, varios
relatos de enterovirus associados a enfermidades em
aves vém sendo publicados (Mcnulty et al. 1984, 1987,
Spackman et al. 1984, Decaesstecker et al. 1989, Mc-
neilly et al. 1994).

A andlise das caracteristicas bioldgicas do AEV e do
ANV revelou que eles pertencem a seis diferentes soro-
grupos (Mcnulty et al. 1990, Mcneilly et al. 1994). Mais
tarde, com base em analises genomicas, 0 AEV foi classi-

ficado como um Hepatovirus da familia Picornaviridae
(Fauquet et al. 2005), enquanto o ANV foi reclassificado
como um Avastrovirus da familia Astroviridae (Monroe
et al. 2005).

Os isolados descritos FP3 (Mcnulty et al. 1990) e
612 (Mcneilly et al. 1994) representam dois outros
sorogrupos distintos de enterovirus em aves. Eles sdo
antigenicamente diferentes de AEV e ANV e, na au-
séncia de informagdo gendmica, permanecem sem uma
classificagdo definida.

ENTEROVIRUS SiMIO

Ha poucos estudos associando infecgdo por enterovi-
rus simio com doengas especificas em primatas (Kalter,
1982). Lesdes menores do sistema nervoso central t€ém
sido reportadas em infec¢des experimentais em animais
(Kalter, 1982), porém a maioria dos enterovirus simios
¢ isolada de material proveniente de animais saudaveis
(Hull ez al. 1958, Hoffert et al. 1958, Malherbe & Harwin,
1963, Heberling & Cheever, 1965).

Os sorotipos SV4 e SV6 foram identificados pela
observacao acidental do efeito citopatogénico (CPE)
em cé¢lulas normais de rim de macaco que foram prepa-
radas para produ¢do de vacina de poliomielite (Hull ez
al. 1956). De outro lado, SV6 € SV19 tém sido também
isolados de macacos com gastroenterite aguda, porém
sem associagdo clara entre infec¢@o por estes agentes
¢ a doenca (Hoffert ef al. 1958). Assim como a vasta
maioria das infec¢gdes por enterovirus em humanos sao
assintomaticas, o mesmo parece ser verdadeiro para as
enteroviroses de simios (Nix et al. 2008).

DETECCAO DE ENTEROVIRUS EM
AMOSTRAS AMBIENTAIS

Devido a estabilidade dos virions desse género no meio
ambiente, em virtude de sua estrutura ndo-envelopada,
diversos estudos t€m sido conduzidos para demonstrar
a presenga de enterovirus em aguas de diversas origens
(Rajtar et al. 2008). O estimulo a essa busca deve-se,
principalmente, ao fato de esses virus representarem
um risco de saude publica devido a sua facilidade de
disseminacdo pelas dguas contaminadas, transmissdo
via fecal-oral, e a facilidade que apresentam em causar
infecgdes em humanos, mesmo quando em baixo ntimero
de particulas infecciosas presentes (Carter 2005).

Atualmente, no Brasil, o Ministério da Saude, pela
portaria 518/2004, considera como agua potavel, pelo
pardmetro microbioldgico, a auséncia de coliformes
fecais, os quais sdo usados, entdo, como os unicos bio-
indicadores de contaminac¢ao microbioldgica. Caso esses
coliformes estejam presentes, deve-se excluir o consumo
humano desta agua, conforme uma tabela de adequacgao
levando em conta a demanda atendida. (Brasil 2004).
Porém, tem-se observado a presencga de virus entérico em
amostras de dguas ausentes de coliformes (Locas et al.
2007), o que pode comprometer os ensaios laboratoriais
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baseados na detecgdo de tais bactérias como marcadores
confiaveis de poluicdo fecal. Além disso, dentre os pato-
genos veiculados pela dgua, a presenga do enterovirus é
considerada pela OMS como sendo de alta severidade e
possivel de causar epidemias (WHO 2006), ainda mais
pelo fato de ser um frequente causador de doengas habitu-
ais, assim como doencgas mais graves, além de apresentar
alta infectividade (Gregory et al. 2006, WHO 2006).
Outro aspecto importantissimo de se fazerem esforcos
no sentido de detectar enterovirus, em especial poliovirus
no ambiente, é que a vigilancia ambiental deste agente
constitui um dos pilares para erradicagdo do virus em
nivel mundial (WHO 2003).

Em estudo conduzido por Lodder & De Roda Husman
(2005), foi demonstrado que, no rio Maas (Holanda),
onde o esgoto ¢ despejado, foram encontradas particulas
de enterovirus em altas concentragdes. Achados seme-
lhantes foram relatados em Minsk (Bielo-Russia), em
2003. A fonte de contaminagdo foi estabelecida como
sendo agua contaminada por esgoto, contendo princi-
palmente ECHO-30, ECHO-6 ¢ CBV-5. O numero de
pacientes hospitalizados em virtude deste surto foi de
1.300 pessoas (Lodder e De Roda Husman 2005, Amvro-
sieva et al. 2006).

Entretanto, as analises de contaminagdo ambiental
devem ser completas, contemplando varios agentes, ja
que o contrario (dgua livre de virus e contaminada por
bactérias), também pode ocorrer. Birks e Hills (2007)
avaliaram a presenga de enterococos fecais e Escheri-
chia coli em aguas de esgoto doméstico de um bloco
universitario de Bedfordshire (Inglaterra), e identificaram
altos niveis de contaminacdo bacteriana, até mais altos
do que estudos anteriores relataram. Esse resultado de-
monstrou contaminagao fecal e, assim, a possibilidade da
presenga de patogenos nessas aguas. Apos essa analise,
pesquisou-se sobre a presenga de diversos patdgenos, o
que resultou na deteccdo da presenca de Salmonella sp.
e Giardia. Entretanto, os resultados para enterovirus
foram negativos (Birks & Hills 2007).

Ja em estudo realizado em Taiwan, no qual foram ana-
lisadas 23 amostras de dguas, sendo estas de superficies
de reservatdrios, pequenos sistemas de tratamento de
esgoto e de aguas subterraneas, sete foram positivas para
enterovirus (Hsu et al. 2009). Nestas amostras foi obser-
vado que a concentrag@o de enterovirus em amostras de
aguas subterraneas ¢ menor do que em amostras de aguas
superficiais (Hsu et al. 2009). Neste mesmo estudo, os
enterovirus encontrados foram genotipados e a correlagao
com os casos de enteroviroses em humanos na regiao de
estudo notificados analisada. O resultado encontrado foi
uma grande similaridade entre os genotipos encontrados
nos pacientes com aqueles encontrados nas amostras de
agua positivas para enterovirus. Os autores concluem
que a existéncia destes virus na agua representaria uma
ameaca para a saude publica local (Hsu et al. 2009).

Ainda em Taiwan, amostras de dgua analisadas por
RT-PCR, revelaram que os enterovirus encontrados mais
prevalentes foram os tipos CA2, CA6 ¢ EV71 (Chen et
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al. 2007). Esses resultados estavam de acordo com os
resultados epidemioldgicos reportados pelo Centro de
Controle de Doengas em Taiwan, no mesmo periodo em
que foi realizada a analise (Lee et al. 2005). Isso aponta,
novamente, a agua contaminada como possivel fonte
dessas infecgdes (Chen et al. 2007). Porém, a RT-PCR
detecta a presenca desses virus mesmo quando eles se
encontram inativados. Isso impossibilita que se relacione,
entdo, a presenca de infecgdes humanas aos achados nas
amostras de dgua dessa analise. Esse ponto reflete tam-
bém nos resultados de cultura celular dessas amostras,
ja que resultados negativos podem estar relacionados a
uma concentracao de virus na amostra abaixo do limite
de detecgdo, e ndo a auséncia de virus infecciosos (Chen
et al. 2007).

Enterovirus foram também detectados em altas
quantidades em amostras de lodo oriundas de estagdes
tratamento de esgoto (Guzman et al. 2007).

A contradi¢do entre os varios estudos ja realizados
sobre contaminacao fecal associada a presenca de ente-
rovirus em variadas fontes aquaticas parece sugerir maior
investigagdo. Enquanto isso, alguns paises como Estados
Unidos da América e os pertencentes a Unido Europeia ja
tém em seus regulamentos governamentais de qualidade
da dgua parametros para avaliacdo do grau de poluigo
viral da mesma (Kocwa-Hauluch 2001, US EPA 2009).
Por outro lado, em outros paises ainda ¢ discutida a ne-
cessidade desta preocupagao e posterior analise.

METODOS DE DETECCAO
DE VIRUS NA AGUA

O monitoramento da presenga de virus entéricos hu-
manos no meio ambiente aquatico iniciou por volta de
1940. Esse trabalho tem sido aplicado para detecgdo de
virus animais ¢ humanos, monitoramento microbiano
da qualidade da agua e, possivelmente, com o objetivo
de localizar maiores fontes de poluicao da dgua (Griffin
etal. 2001).

Em estudos sobre a ocorréncia desses virus no meio
ambiente aquatico, o isolamento viral em cultivos de
células permissivas tem sido a técnica mais usada para
detecgdo e isolamento desses agentes infecciosos. Ente-
rovirus podem ser isolados em cultivo celular a partir de
diferentes tipos de ambientes aquaticos como oceanos,
rios, agua considerada potavel, 4gua do solo e do esgoto.
Em qualquer que seja a origem do reservatorio de agua,
o processo de detecgdo de virus consiste nos seguintes
passos: concentracdo e purificagdo da amostra de agua
e, apos, isolamento do virus em cultura de células ou
entdo detecgdo com uso de técnicas moleculares (Rajtar
et al. 2008).

Outros métodos de deteccdo viral tipicamente usado
nas amostras clinicas - radioimunoensaio, imunoflu-
orescéncia, fixacdo de complemento, ¢ métodos imu-
noenzimaticos- sdo muito caros ou entdo tém baixa
sensibilidade para detectar amostras de virus no meio
ambiente (Griffin ef al. 2003). Recentemente, os métodos
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moleculares como a PCR convencional e em tempo real,
tém se destacado mais do que todos como ferramenta
para detec¢@o de virus em amostras ambientais, muitas
vezes em associagdo com o isolamento em cultivo celular.
Amostras ambientais contém com freqii€éncia compos-
tos organicos e inorganicos, assim como acido hiimico e
falmico, polifenodis e metais pesados. Estes compostos
costumam ser toxicos (Muller-Wegener 1988), podendo
causar lise nos cultivos celulares e/ou inibir as reacdes de
cadeia em polimerase e transcriptase reversa. Isto se torna
ainda mais preocupante quando ha a necessidade de con-
centrar estas amostras, como ocorre com as amostras de
agua. Logo, na medida em que concentramos a amostra
concentramos também possiveis interferentes e inibido-
res dos procedimentos de detecg¢do (Soler et al. 2009).
Em estudo recente realizado por Hamza et al. (2009) foi
observado que virus nao-envelopados com genoma de
DNA, tais como Adenovirus, resistem a inibi¢cdes que
possam ocorrer em técnicas moleculares pela presenga
de compostos diversos nas amostras de agua, enquanto
que a detec¢do dos virus ndo-envelopados dotados de
genoma de RNA, devido a etapa adicional de transcrigao
do cDNA, pode ser mais afetada pela presenca destes
compostos. Como conseqiiéncia a sua presenga pode
ser subestimada em amostras positivas para os mesmos
(Hamza et al. 2009). Este fato salienta a dificuldade de
detectar patdgenos virais em amostras ambientais.

Concentragdo e purificag¢do

A quantidade de particulas de virus no meio ambiente
natural pode ser pequena (Ehlers et al. 2005), o que exige
que antes dos processos de detecc@o de virus, as amostras
de dgua sejam concentradas. Para isso, langa-se mao de
diversas técnicas com a utilizagdo de filtros especiais.
A filtracdo utilizando métodos de adsorcdo-eluicdo na
propria membrana filtrante ¢ um método bastante em-
pregado. Essas técnicas usam filtros compostos por uma
membrana de nitrocelulose dotada de uma determinada
carga elétrica, aos quais os virus se aderem durante o
processo de filtragdo, por atragdo elétrica entre cargas
de particulas virais e do material utilizado.

Depois da filtra¢do, os virus adsorvidos pelo filtro sdo
removidos e, entdo, prontos para identificagdo (Moce-
-Llivina et al. 2005). Dentre os processos de concentragao
outras técnicas menos utilizadas estdo disponiveis, tais
como: ultracentrifugacdo, uso de 13 de vidro e outros
materiais adsorventes, imunoconcentragdo (Kittigul et
al.2001) e uso de agentes floculantes (Guttman-Bass &
Armon 1983), tais como o aluminio (Chang et al. 1956,
De Camargo & Schatzmayr 1980) ou poli-etileno-glicol
(Yang & Xu 1993, El-Esnawy 2000, Kim et al. 2008).
Essas técnicas podem ser usadas também em combinagao
(Vecchia et al. 2009).

Outra técnica recentemente utilizada por Kovac et al.
(2009) para concentragdo de virus entéricos em amostras
de agua potavel ¢ a cromatografia monolitica de susten-
tagdo (monolithic chromatographic support), feita de
um unico bloco de material poroso, com altos canais de

interconectividade que permitem a transferéncia rapida
de moléculas da amostra entre a fase movel e estaciondria
(Kovac 2009, Strancar et al. 2002). J4 um meio natural
de concentracdo de virus no ambiente aquatico, utilizado
como ferramenta para detecgdo direta dos mesmos, é o
uso de moluscos. Estes vém sendo utilizados como fonte
de pesquisa para identificacao de virus entéricos, ja que
se apresentam como concentradores naturais dos conta-
minantes de agua. Isso se deve ao modo de alimentagdo
destes seres vivos, que filtram e concentram o alimento
presente na agua e, por conseqiiéncia, acabam também
concentrando virus que possam estar no mesmo ambiente
(Vinatea et al. 2006, Soler et al. 2009).

Detecgdo por técnicas moleculares

Técnicas moleculares t€ém sido usadas extensivamente
para a detec¢do de virus entéricos em amostras ambien-
tais desde os anos 90. Métodos moleculares de detec¢ao
viral, tais como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
e hibridizagao, normalmente sao baseados na deteccao
de porgdes altamente conservadas do genoma viral (De
Leon et al. 1990).

O método de PCR oferece varias vantagens na detec¢@o
destes patogenos em amostras do meio ambiente quando
comparado com os métodos de cultivo celular. A PCR
¢ rapida, tem alta sensibilidade e especificidade (Griffin
et al. 2003), desde que desenvolvida e padronizada
adequadamente. Além disso, a PCR ¢ menos laboriosa
e dispde de menor tempo para detecgdo viral do que o
cultivo celular. Resultados de PCR podem ser obtidos
dentro de 24 horas ou menos, enquanto o método de
isolamento viral demora de alguns dias a semanas (Fong
& Lipp 2005). Outra vantagem da PCR ¢é a possibilidade
de diferenciarmos espécies de virus através dos diferentes
oligonucleotideos iniciadores desenhados ou de métodos
complementares, como a clivagem do fragmento ampli-
ficado com enzimas de restri¢ao (Fong & Lipp 2005), ou
entdo através do sequenciamento gendmico deste mesmo
fragmento. Devido a sua alta sensibilidade, a PCR usual-
mente ¢ capaz de detectar particulas virais mesmo quando
essas sdo tao poucas ou ndo mais capazes de causar CPE
nas células de cultivo (Lee & Jeong 2004).

Para detec¢do de virus por PCR as seguintes etapas
devem ser realizadas: extracdo do DNA/RNA, reacao
em cadeia de polimerase e por fim, a analise do produto
de PCR (Chen et al. 2008). A diferenca existente entre
a técnica molecular de analise de virus de DNA para
com virus de RNA ¢ a técnica que antecede a PCR, a
transcri¢do reversa, necessaria para a sintese de cDNA
a partir do RNA viral.

O método tradicional de PCR dificulta a quantificacdo
de virus detectado. Por essa razdo, algumas variantes
dessa técnica foram desenvolvidas: “nested PCR”, “mul-
tiplex PCR”, e “real-time PCR”. Esses processos podem
aumentar a sensibilidade e especificidade da reagéo ¢ até
mesmo, no caso do “real-time PCR” possibilitar a deter-
minag¢do quantitativa de material genético viral presente
na amostra testada (Rajtar et al. 2008).
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“Nested PCR”

No “Nested PCR”, dois pares de iniciadores sdo
usados: um externo, € um interno. O primeiro é comple-
mentar ao final da sequéncia de DNA, e o segundo, a um
fragmento alvo interno contido na sequéncia ja amplifi-
cada. Isso aumenta significativamente a sensibilidade e
especificidade da reacdo (Ehlers et al. 2005, Katayama
et al. 2002).

PCR em tempo real

O método que quantifica o DNA ¢ o “Real-time PCR”.
Gregory et al. (2006) provaram a efetividade desse
processo quando utilizado no controle de contaminagéo
por enterovirus na agua. Esse método possui um moni-
tor através do qual € possivel analisar a quantidade de
produtos da PCR simultaneamente com o programa de
PCR. Isso ¢ realizado através de sinais de fluorescéncia
emitidos. (Gregory et al. 2006, Rajtar et al. 2008). Di-
versos estudos, principalmente de virologia ambiental,
tém utilizado tal ferramenta como forma de aumentar a
sensibilidade de deteccao da técnica, ja que a presenga
de quantidades minimas de genoma, o esperado em
amostras ambientais, sdo suficientes para observar posi-
tividade pela PCR em tempo real. Em estudo conduzido
por Rosa et al. a PCR em tempo real foi utilizada para
deteccdo de trés diferentes virus entéricos em amostras
ambientais. Esta ferramenta demonstrou ser vantajosa
em tal estudo, possibilitando inclusive a segura deteccao
de todos agentes virais estudados nas amostras entdo
contaminadas (Rosa ef al. 2010).

Multiplex PCR

A vantagem do “Multiplex PCR” se da pela possibili-
dade de adicionar diferentes pares de iniciadores a reag@o.
Dessa maneira, ¢ possivel identificar mais de um tipo
viral em uma Unica amostra e reagdo. A isso, soma-se
a vantagem de a técnica requerer pequenas quantidades
de material (Bednarska et al. 2005, Fong & Lipp 2005).
Técnicas do tipo multiplex devem ser padronizadas e
adotadas com cautela, por dificuldades inerentes a esta
metodologia, tais como competi¢do entre os iniciadores
e diferencas na sensibilidade analitica entre os diferentes
fragmentos alvo.

(RT) - PCR

Um dos recentes métodos utilizados em biologia mo-
lecular ¢ o baseado na transcrigdo reversa (RT)-PCR,
reacdo que antecede a PCR. Como descrito anteriormente
este método se baseia na transcricdo de uma fita comple-
mentar de DNA a fita simples de RNA dos enterovirus.

Cultivo celular

Para isolamento e identificagdo de um virus por cultivo
celular, € necessario selecionar uma linhagem de célula
a qual deve permitir a multiplicagdo do virus. Dessa
maneira, quando a linhagem selecionada ¢ infectada, a
presenca do CPE, isso €, dano e morte celular, ¢ avaliada
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(Ehlers, Grabow, Pavlov 2005).

Essa técnica apresenta algumas desvantagens. Uma
delas ¢ o fato de algumas espécies, como o coxsackievirus
A, terem dificuldade de crescer em culturas celulares.
Além disso, a cultura pode resultar na modificagdo de
algumas propriedades dos virus (Nasri et al. 2007).

A grande vantagem do isolamento viral em células ¢é
informar sobre a infecciosidade dos virus presentes na
agua, pelo fato de que apenas particulas vidveis, ou seja,
capazes de infectar células e talvez causar doengas, se
multiplicam no cultivo celular. Esta caracteristica difere
dos métodos de amplificagdo de material genomico, que
detecta ambos: virions ou particulas virais invidveis (Hsu
etal.2007, Hsu et al. 2009) . O isolamento e multiplica-
¢do virais também permitem a realizac¢@o de estudos tanto
in vitro quanto in vivo sobre as caracteristicas biologicas
dos enterovirus isolados, bem como o desenvolvimento
de novos métodos de destruigdo dos mesmos (Hsu et al.
2007). Porém, como geralmente a quantidade de enterovi-
rus humano no ambiente aquatico € baixa, é necessaria a
utilizacdo de métodos de isolamento de alta sensibilidade.
Assim, sozinha, a detec¢do por isolamento viral deve
provavelmente subestimar os verdadeiros niveis de con-
taminagdo nessas fontes ambientais quando comparada
aos métodos de PCR (Hsu et al. 2007).

Isolamento viral associado a PCR

Meétodos de integrar PCR e cultivo celular tém sido
utilizados baseando-se na hipdtese que, depois de in-
ternalizados nas células do cultivo celular, apenas as
particulas infecciosas se multiplicam. E, apos adequado
periodo de incubagao, o material genético viral é retirado
das células e ¢ feita a PCR para, entdo, estimar a presenca
de enterovirus. Esse método ¢ também recomendado
para detectar patogenos que proliferam em linhagens
celulares sem provocar efeito citopatogénico (Katayama
et al. 2002, Fong, Lipp 2005, Kim et al. 2006). Juntos
estes métodos tendem a minimizar falsos negativos que
possam ocorrer devido a presenga de inibidores, além de
aumentar a sensibilidade de detecgdo de virus viaveis nas
amostras testadas.

CONCLUSAO

Virus entéricos podem estar presentes em diferentes
tipos de dgua. As diretrizes atuais para potabilidade, ba-
seadas na presenca ou ndo de coliformes fecais, podem
nao informar quanto a eficacia dos métodos de controle de
contaminagao fecal da agua, pois ndo indicam a presenca
de agentes virais. Este fato gera preocupacao e alguns pa-
ises como Estados Unidos da América e os pertencentes
a Unido Europeia atualmente tém em seus regulamentos
governamentais de qualidade da dgua pardmetros para
analise virologica (Kocwa-Haluch 2001, US EPA 2009).
A utilizacdo de métodos para controle de polui¢do fecal
da agua que busquem detectar a presenga de virus na
mesma tornaria este controle mais sensivel que o usual.

Ainda, através dos avangos atuais na biologia molecu-
lar maiores expectativas sdo criadas para a utilizagao dos
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enterovirus como um melhor bioindicador de poluigdo
fecal, devido a esta ferramenta estar sendo utilizada com
sucesso na busca de tais patogenos.

Considerando a importancia dos enterovirus como
risco para a saide publica e para a agropecuaria, a correta
detecgao deste patdogeno em amostras de agua parece ter
relevante importancia epidemiolégica.
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