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Resumo

A presenca do SARS-CoV-2 nas aguas pode designar uma preocupacao e deve ser
estudada para compreender melhor a disseminacédo do virus e qual o papel que o ciclo
urbano da agua pode ter na transmissao deste virus. Este estudo teve como objectivo
avaliar os niveis de contaminacdo fecal das aguas residuais com indicadores de
contaminac&o fecal classicos (Escherichia coli (E. coli) e Enterococos intestinais (IE)) e
a eficiéncia de remocao nas estacoes de tratamento das ETAR’s menos convencional
(colifagos somaticos); bem como a possivel detec¢do ou ndo de SARS-CoV-2.

O SARS-CoV-2 e o0s parametros microbiolégicos foram monitorizados em
amostras de aguas residuais brutas e tratadas, e amostras ambientais foram colhidas em
diversos locais da Ria Formosa. Cinco campanhas de amostragem foram realizadas entre
2020 e 2021. Foram colhidas amostras em trés estacdes ambientais na Ria Formosa (llha
de Faro, cais comercial de Faro, cais de Olh&o) bem como afluentes e efluentes de trés
Estacbes de Tratamento de Aguas Residuais (ETAR) (Faro-Aeroporto, Olhdo e
Vilamoura). A presenca do SARS-CoV-2 nas aguas residuais foi investigada, 0s
resultados revelam alta prevaléncia de contaminacao viral na ETARS da Ria Formosa. O
SARS-CoV-2 parece nao ter capacidade de sobreviver em areas costeiras, bem como em
estacOes de tratamento de dgua na regido do Algarve. Este estudo mostrou o potencial de
detectar 0 SARS-CoV-2 em aguas residuais como uma ferramenta de alerta precoce e

previsdo para a propagacdo da doenca.

Palavras-chave: Aguas residuais; Aguas de recreio; Contaminacao microbiana; SARS-
CoV-2.



Abstract

The presence of SARS-CoV-2 in waters can be a concern and should be studied to better
understand the spread of the virus and what role the urban water cycle may play in the
transmission of this virus. This study aimed to evaluate the levels of fecal contamination
of wastewater with classical fecal contamination indicators (Escherichia coli (E. coli) and
intestinal Enterococci (IE)) and the efficiency of removal in the treatment plants of less
conventional WWTP's (coliphages somatic). SARS-CoV-2 and microbiological
parameters were monitored in raw and treated wastewater samples, and environmental
samples were collected at different locations in the Ria Formosa. Five sampling
campaigns were carried out between 2020 and 2021. Three environmental stations were
sampled in the Ria Formosa (Faro Island, Faro commercial pier, Olh&o pier) as well as
tributaries and effluents from three Wastewater Treatment Plants (Faro-Aeroporto , Olhdo
and Vilamoura). The presence of SARS-CoV-2 in wastewater was investigated, the
results reveal a high prevalence of viral contamination at the Ria Formosa WWTP. SARS-
CoV-2 appears to have no ability to survive in coastal areas as well as in water treatment
plants in the Algarve region. This study showed the potential of detecting SARS-CoV-2
in wastewater as an early warning and prediction tool for the spread of the disease.

Keywords: Wastewater; Recreational waters; Microbial contamination; SARS-CoV-2.
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1 Introducéo

A &gua é um recurso natural que ocupa mais de 70% do nosso planeta, possui um
valor ambiental, econdmico e social incalculavel e € imprescindivel a existéncia de vida
(tal e qual a conhecemos) e dos ecossistemas. Estima-se que apenas 2% do volume total
da agua do planeta seja &gua doce. Este recurso natural precioso é diariamente exposto a
varios tipos de contaminacdo quimica e microbiologica, incluindo bactérias, virus e
protozoarios (Agéncia Portuguesa do Ambiente, 2012) Apesar da agua ser um recurso
abundante e cubrir 70% do planeta, a disponibilidade de agua doce sofre grandes impactos
das mudancas climéticas globais e dos aumentos da popula¢do humana, da urbanizacéo e
da poluicdo (Chahal et al., 2016). Uma vez que a &gua constitui um dos recursos
ambientais mais valiosos e escassos, 0 seu aproveitamento racional e a preservacao dos
recursos de agua doce devem configurar como metas preferenciais para a sociedade atual.
A qualidade da agua sofre influéncia direta e indireta de fendmenos naturais e agdes
humanas. Os residuos industriais e domésticos tém originado graves problemas e
preocupacfes nos ultimos tempos e, por conseguinte, surgiu a necessidade de se
estabelecerem parametros de qualidade, fundamentados num quadro legal (Veiga, 2006).

A contaminacdo fecal das dguas € uma preocupacao crescente para a agua potavel
em todo o mundo. Na maioria dos casos, os efluentes urbanos néo recebem tratamento
suficiente nas ETAR’s e, consequentemente, prejudicam o meio aquatico, principalmente
as aguas de recreio, colocando em risco a saude publica. Esse risco associado a presenca
desses microrganismos depende da forma, tipo e concentracdo do microrganismo. Um
artigo de revisdo recente mostrou as principais fontes que alteram a qualidade da agua,
sendo que 0s microrganismos patogénicos sdo claramente dominantes neste caso (Pandey
etal., 2014)
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Figura 1: Principais fontes de alteragdo da qualidade da agua. Os agentes patogénicos como
bactérias sdo 0s que aparecem mais vezes nos estudos de contaminagdo, seguidos dos metais. Retirado de
Pandley et al. (2014).

A principal causa da presenca de organismos patogénicos em aguas Sao as
atividades antropogenicas, incluindo o uso de terra e fontes de poluicéo fecal. No entanto,
organismos patogénicos transmitidos pela agua podem ocorrer de forma ubiqua em
muitos habitats aquaticos e solos humidos (Pandley et al, 2014). Além disso, a
contaminacdo na agua também € uma preocupacdo em areas rurais de paises pouco
desenvolvidos, onde existe a necessidade de compartilhar instalacfes sanitarias e devido
a dificuldade de manter uma boa higiene e de acesso a dgua potavel (Russell & Walling,
2007)

Os seres humanos s@o infectados com bactérias e virus entéricos
predominantemente pela via fecal-oral, que inclui contato pessoa a pessoa, contato com
vOmitos e ingestdo de alimentos ou 4gua contaminados com fezes (Xie et al., 2017) Para
além dos aspectos de saude publica, a qualidade e seguranca das aguas recreativas
interiores e costeiras sdo de extrema importancia para os banhistas, com um impacto
significativo na economia, nomeadamente nas zonas turisticas. Garantir a seguranca das
aguas é uma prioridade na gestdo dos recursos hidricos e uma grande preocupacéo para
investidores e operadores economicos. Além disso, a protecdo das aguas na perspetiva
das alteracdes climéticas € considerada uma prioridade. 1sso requer um programa rigido
de vigilancia da qualidade de aguas, nomeadamente a sua qualidade microbioldgica
(Ramirez-Castillo et al., 2015).



Devido a diversidade bioldgica de microrganismos e a sua capacidade infeciosa, as
baixas concentracbes em que podem ser muitas vezes encontrados no meio aquatico e a
falta de métodos para analises rapidas, complicam a sua dete¢do e quantificacdo. Além
disso, a monitorizacdo direta de um Unico agente patogénico pode fornecer apenas
informacOes especificas sobre este e ndo permite aferir a presenca de outros
contaminantes potenciais na mesma amostra de agua. Assim, embora técnicas muito
promissoras para analise tenham sido desenvolvidas, (Oliver et al., 2014), a avaliagdo de
seguranca de aguas sempre dependeu e ainda depende da quantificacdo de bactérias
indicadoras de contaminacdo fecal (FIB) (Singhal, 2020). Os FIB constituem uma
ferramenta de triagem de microrganismos, que permite uma féacil monitorizacdo da
qualidade microbioldgica da &gua. Infelizmente, a anélise de FIB € atualmente baseado
em métodos culturais que fornecem resultados em 24-48h, o que dificulta o fornecimento
de informacGes em tempo real (Cheepsattayakorn & Cheepsattayakorn, 2020) Além
disso, foi demonstrado que os FIBs apresentam grandes problemas na identificacdo de
patdgenos especificos, como virus e protozoarios, bem como na identificacdo da fonte de
contaminacdo fecal (Singhal, 2020)

A Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) é uma doenca causada pelo novo
coronavirus severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2), que tem
vindo a afetar o mundo inteiro. Devido ao aumento do nimero de casos, primeiro na
comunidade chinesa, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou pandemia em
Marco de 2020 (Chan et al., 2022) Apesar de ser um virus respiratorio, esta provado que
SARS-CoV-2 também pode estar presente em outras superficies, como em roupas, papel
ou pléasticos (Lodder & de Roda Husman, 2020) tendo o material genético do virus sido
encontrado em concentracdes elevadas nas fezes de doentes infectados (Cahill & Morris,
2020)

A presenca do SARS-CoV-2 nas aguas tambem pode ser uma preocupacao
adicional e que deve ser estudada para compreender melhor a disseminacao do virus e
qual o papel que o ciclo urbano da agua pode ter na transmissao deste virus (Siddiqui et
al., 2020) O risco de transmissdo para humanos a partir de corpos d'adgua recreativos €
desconhecido, uma vez que ainda ndo houve relatos da descoberta do virus ou da
capacidade de sobreviver em corpos d'agua (Giacobbo et al., 2021) No entanto, alguns
estudos recentes encontraram RNA viral do SARS-CoV-2 em aguas residuais nédo
tratadas colhidas em estacdes de tratamento de aguas residuais (Gregersen, 1978; Boehm
& Sassoubre, 2014; Mulani et al., 2019;Deborah Chen & Frankel, 2005).



A atencdo adequada deve ser dada ao tratamento de aguas residuais, uma vez que
essas aguas contaminadas podem servir como um possivel canal para disseminacao de
microrganismos patogénicas no meio ambiente (Callaway, 2012) Assim, diante da
situacdo atual da pandemia de COVID-19, ¢é urgente uma discussdo mais aprofundada
sobre a presenca de SARS-CoV-2 em aguas residuais, bem como sobre as possiveis
transmissoes fecal-oral e fecal-nasal (Croxen etal., 2013). A Figura 2 ilustra as principais
rotas para 0 SARS-CoV-2 atingir os cursos de &gua.
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Figura 2: Principais vias para SARS-CoV-2 chegar as dguas. O tratamento inapropriado ou insuficiente

das Estagdes de Tratamento de Aguas (ETARS) sdo uma das principais fontes do problema. Adaptado de
Cahill & Morris (2020).

Atualmente, ainda ndo hé estudos suficientes para afirmar com certeza se 0 virus
que causa a COVID-19 pode ser transmitido pela agua, pelo contato com as fezes que
contém o virus ou pelo esgoto. Com base em dados de surtos anteriores de Severe acute
respiratory syndrome (SARS) e Middle East respiratory syndrome (MERS), os cientistas
estimam que haja um baixo risco de transmissdo deste virus pela agua. O risco de
transmisséo por sistemas de esgoto ou aguas recreativas também é estimado como baixo
(Meng et al., 2007)

Apesar de poucos dados existentes sobre a sobrevivéncia e infecciosidade do
SARS-CoV-2 em agua e o contagio ndo confirmado por meio dessas matrizes, a
identificagdo do virus deve ser minuciosamente investigada, principalmente no que diz
respeito a possivel transmissdo via fecal-oral. Essa informagdo é extremamente
importante, especialmente para comunidades com saneamento precario, onde as pessoas
provavelmente estardo expostas a dgua contaminada ou mesmo esgoto ndo tratado. O

desenvolvimento de metodologias de pré-tratamento e concentragéo especificamente para
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a analise de virus envelopados em matrizes aquosas complexas, como esgoto e agua
natural é essencial. E importante ressaltar que a eficiéncia da recuperacdo dos métodos
deve ser confirmada por testes de cultura de células e ndo apenas por meio de anélises de
biologia molecular.

Dado a importancia da agua e a sua facil contaminacdo, este trabalho tem como
objectivos avaliar os niveis de contaminacgdo fecal das &guas residuais com indicadores
de contaminacdo fecal clssicos (Escherichia coli (E. coli) e Enterococos intestinais (IE))
e a eficiéncia de remogdo nas estacdes de tratamento das ETAR’s menos convencional
(colifagos somaticos). As aguas residuais dizem respeito ao conceito utilizado para as
aguas que, depois da utilizacdo humana, apresentam as suas caracteristicas naturais
alteradas. Podem ser definidas como uma combinag&o de um ou mais de: i) efluente
domeéstico composto por aguas negras (excremento, urina e lamas fecais); ii) agua de
estabelecimentos e unidades comerciais nos quais se incluem os hospitais; iii) efluentes
industriais, aguas pluviais e outros escoamentos urbanos; iv) efluentes agricolas,
horticolas e aquicolas (Duarte, 2022)

As Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais (ETARs) é onde decorra toda a
transformagdo das aguas “sujas”. (Duarte, 2022)O tratamento de aguas residuais é
fundamental para a higiene ambiental, sobretudo em ambientes urbanos. Contudo, as
ETARs recolhem produtos quimicos, matéria organica e microorganismos, incluindo
patogéneos e bactérias multiressistentes de varias fontes que podem ser libertados no
meio ambiente (Numberger et al., 2019).

O SARS-CoV-2 e os parametros microbioldgicos descritos anteriormente foram
monitorizados em amostras de aguas residuais brutas e tratadas, e amostras ambientais

foram colhidas em diversos locais da Ria Formosa no periodo de 2020 a 2021.

2 Bactérias

As bactérias sé@o organismos microscopicos unicelulares e constituem as formas
mais primitivas de vida na terra. Existe uma quantidade infindavel de tipos de bactérias,
capazes de viver em todos os ambientes concebiveis do mundo (e.g.: solo, &gua do mar,
etc). Nem todos os tipos de bactérias causam doencas, na verdade apenas alguns tém esse
efeito, sendo designadas de patogéneos. Algumas bactérias podem despoletar

inflamagcbes causando danos no coragdo, sistema nervoso, rins e trato



gastrointestinal.(Bush, 2020) Outras bactérias, como é o caso da Helicobacter pylori
foram associadas ao aumento de risco de cancro (Moss, 2017)

As bactérias sdo categorizadas em dois grandes grupos: bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, com base em sua capacidade de serem coradas pelo corante de Gram
(cristal violeta) enquanto permanecem incolores quando expostas ao alcool. As bactérias
Gram-positivas retém o corante, mas as bactérias Gram-negativas perdem a cor apos
serem tratadas com &lcool. Sendo assim, as bactérias Gram-positivas, coram-se em roxo,
enquanto as bactérias Gram-negativas coram-se em rosa (CAC, 2003) A reacdo a
coloracéo é devida a estrutura da parede celular. Enquanto a parede celular das bactérias
Gram-positivo é composta primariamente por uma espessa camada de peptidoglicano
(representando mais de 90% dos seus constituintes), a parede celular das bactérias Gram-
negativo é mais complexa. Consiste numa camada fina de peptidoglicano, representando
apenas 10% da parede celular, estando esta rodeada por uma membrana externa (Ross et
al., 2003).

Gram-Positive Gram-Negative
Lm?t@mbooc acid

Telchoikc acid

» —— Membrane =
membrane 4 protein

Figura 3: Parede celular de uma bactéria Gram-positivo e Gram-negativo. Retirado de Siddiqui et
al. (2020).

Assim, as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas coram de forma diferenciada
porque as suas paredes celulares sdo diferentes. Além disso, elas também causam
diferentes tipos de infecbes, sendo que requerem igualmente diferentes tipos de
antibioticos.



As bactérias Gram-negativas estdo entre os problemas de salde publica mais
significativos do mundo devido a sua alta resisténcia aos antibidticos. Dentro das
bactérias Gram-negativas clinicamente mais preocupantes incluem-se dois grandes
grupos: Enterobacteriaceae e ndo fermentadores. No entanto, também foram
identificados outros tipos igualmente clinicamente preocupantes, nomeadamente:
Neisseria, Haemophilus spp., Helicobacter pylori e Chlamydia trachomatis. Os
Enterobacteriaceae sdo um grupo heterogéneo largamente disperso na natureza,
representando aproximadamente dos 80% dos isolados Gram-negativos, com uma
quantidade enorme de doencas gerais/espécies em humanos, incluindo infecc¢des do trato
urinario, pneumonia, diarreia, meningite, sepse, choque endotéxico e muitos outros. As
espécies gerais/espécies que frequentemente afetam os humanos sdo as seguintes:
Escherichia, Proteus, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Yersinia, Shigella e
Salmonella, entre outras (Oliveira & Reygaert, 2022).

Os bacilos Gram-negativos néo fermentadores tém menor frequéncia de isolamento
em comparagdo as Enterobacteriaceae; porém, representam um grupo significativo por
provocarem infecdes graves e letais, sobretudo em ambiente hospitalar. Além disso,
causam doencas oportunistas em pacientes submetidos a procedimentos invasivos em
ambiente hospitalar. Os principais microrganismos ndo fermentadores que causam
doengas humanas séo os seguintes: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Burkholderia cepacia, Burkholderia pseudomallei, Stenotrophomonas., Alcaligenes e
Moraxella. (Oliveira & Reygaert, 2022).

Os cocos Gram-positivos incluem o Staphylococcus (catalase-positivo), que cresce
em aglomerados, e o Streptococcus (catalase-negativo), que cresce em cadeias. Os
Staphylococcus subdividem-se ainda em espécies coagulase-positivas (S. aureus) e
coagulase-negativas (S. epidermidis e S. saprophyticus). A bactéria Streptococcus
subdivide-se em Strep. pyogenes (Grupo A), Strep. agalactiae (Grupo B), Enterococcus
(Grupo D), Strep viridans e Strep pneumonia (Sizar & Unakal, 2022).

Os bacilos Gram-positivos (bastonetes) subdividem-se de acordo com sua
capacidade de produzir esporos. Bacillus e Clostridia sé@o bastonetes formadores de
esporos, enquanto Listeria e Corynebacterium néo sdo (Sizar & Unakal, 2022).

Os cocos Gram-positivos causam determinadas infe¢cdes no ser humano, incluindo
difteria, erisipelotricose, listeriose, infec¢Bes enterococicas e antraz. Os bacilos Gram-
positivos, por sua parte, sdo responsaveis pelas seguintes infecdes: infeccBes

pneumocdcicas, infecgdes por Staphylococcus aureus, infecgdes estreptocécicas e
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sindrome do choque téxico. Ademais, as bactérias Gram-positivas estdo se a tornar cada
vez mais resistentes aos antibidticos (Bush, 2021).

As espécies de bactérias normalmente encontradas em aguas contaminadas s&o
Enterococcus, Escherichia coli e Enterobacter (Ryu et al., 1999). Algumas das estirpes
pertencentes a estas espécies sdo resistentes a acdo da maioria dos antibioticos,
representando novos paradigmas na patogénese, transmisséo e resisténcia (Ferreira &
Sousa, 2000).

Espécies de bactérias tém sido igualmente encontradas em aguas
potaveis/consumiveis. Na Tabela 1 apresentam-se as principais doencas bacterianas

transmitidas através da 4gua potével, de acordo com os trabalhos de Cabral (2010).

Tabela 1. Principais doencas bacterianas transmitidas através da agua potavel

Doenca Agente bacteriano
Colera Vibrio cholerae, sorovariedades O1 e
0139
Gastroentrite causada por vibrides Vibrido parahaemolyticus

Febre tifoide e outras salmoneloses graves | Salmonella entérica subsp. enterica
sorovar Paratyphi;

Salmonella entérica subsp. enterica
sorovar Typhi;

Salmonella entérica subsp. enterica

sorovar Typhimurium.

Disenteria Bacilar ou Shigelose Shigea dy senteria
Shigella flexneri
Shigella boydii
Shigella sonnei

Diarreias agudas e gastroenterite Escherichia coli, particularmente
sorotipos como 0148, 0157 e 0124

Fonte: Cabral (2010).

No entanto, as bactérias intestinais ndo costumam sobreviver no meio aquatico,
perdendo gradativamente a capacidade de crescer em meios diferenciais e seletivos

devido ao stresse fisiologico a que sdo submetidas. A sua taxa de mortalidade depende da



temperatura da gua, dos efeitos da luz solar, das populagdes de outras bactérias presentes

e da composicao quimica da agua (Avila et al., 2019)

2.1. Escherichia coli

A bactéria E. coli foi descoberta pelo alemdo-austriaco Theodor Escherich, em
1885. Sao bactérias aerobias facultativas, pertencentes a familia das Enterobacteriacea.
Podem ser encontradas nas fezes de todos os mamiferos e ndo se multiplicam no ambiente
em regides ndo tropicais (Edwards & Ewing, 1972) E. coli cresce a 44-45°C, fermenta
lactose e manitol, libertando &cido e gas e produz indol a partir do triptofano (Su, 1995)

E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae, fazendo parte do grupo de bactérias
coliformes fecais. E uma bactéria com forma bacilar, tal como podemos ver na Figura 4,
ndo formadora de esporos e Gram-negativa. Na década de 1890, esta bactéria foi
escolhida como indicador biolégico para tratamentos de &gua por Theobald Smith, uma
Vez que esse microrganismo pode ser encontrada no sistema gastrointestinal e fezes de
animais de sangue quente (Edwards & Ewing, 1972; Su, 1995; .Denton, 2007) Sua
presenca sugere o aparecimento de outras bactérias, incluindo aquelas que sao

prejudiciais aos seres humanos (Denton, 2007).

Flgura 4 E. CoI| em intestino humano no mi coscoplo ampllada 10 000 vezes. Retirado de
Denton (2007).

Embora a maioria das estirpes de E. coli ndo seja patogénica, doengas podem

surgir como resultado da disseminacdo da bactéria para outros 6rgdos ou, no caso de



enterite ou meningite, invasdo por estirpes patogénicas diferentes das habituais do
individuo (Wong et al., 2012).

Além de fazer parte da flora intestinal comensal, esta bactéria € também
encontrada no chio de hospitais e instituicdes de longa permanéncia. E a mais comum no
trato gastrointestinal humano e carece de viruléncia neste cenario. Ndo obstante, quando
encontrada fora do trato intestinal, a E. coli pode provocar infe¢cbes do trato urinario
(ITU), pneumonia, bacteremia e peritonite, entre outras (Mueller & Tainter, 2022).

Odonkor e Ampofo (2013), identificaram no seu artigo os seguintes virotipos de

E. coli, seus respetivos hospedeiros e consequéncias da infecao (Tabela 2).
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Tabela 2. Virotipos de E. coli

Nome Hospedeiros Consequéncias
E. coli enterotoxigénica Humanos, suinos, | Diarreia aquosa,
ovinos,  caprinos e | especialmente em
bovinos. lactentes e em viajantes

(diarreia do viajante).

E. coli enteropatogénica Humanos, coelhos e | Diarreia aquosa,
caes. especialmente em
lactantes.
E. coli enteroinvasiva Humanos. Diarreia inflamatoria
E. coli enterohemorragica Humanos, bovinos e | Produzem varias
caprinos. citotoxinas, neurotoxinas
e enterotoxinas,

incluindo a toxina Shiga

(verotoxina), e
provocam diarreia
sanguinolenta; a

sindrome hemolitico-
urémica desenvolve-se

em 2 a 7% dos casos.

E. coli enteroagregativa Humanos. Diarreia persistente,
sobretudo em pacientes
com HIV e em criancas
residentes em  4reas

tropicais.

Fonte: Odonkor & Ampofo (2013).

A E. coli é um importante indicador microbiolégico usado em estudos da
qualidade da agua. Por conseguinte, a avaliacdo da qualidade da &gua é relevante, uma
vez que esta bactéria tem sido frequentemente encontrada em aguas naturais, esgotos e
solos que receberam contaminagéo fecal (Roveri & Muniz, 2016).

A E. coli é transmitida aos seres humanos, sobretudo, mediante o consumo de

alimentos contaminados, assim como através de carne moida crua mal cozida e leite cru.
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Outros fatores que podem levar a infe¢do séo a contaminacéo fecal da agua e de outros
alimentos, bem como a contaminagédo cruzada durante a preparagédo de alimentos (e.g.:
utensilios de cozinha contaminados). Alguns exemplos envolvidos em surtos de E. coli
incluem hamburgueres mal cozidos, salame curado seco, iogurte e queijo feitos de leite
cru. Um nimero cada vez maior de surtos esta associado ao consumo de frutas e vegetais,
em que a contaminacdo possivelmente ocorre em virtude do contacto com fezes de
animais domesticos ou selvagens durante o cultivo ou manuseio. A infecéo por E. coli
também foi isolada de corpos de agua (e.g.: lagoas e riachos), pocos e bebedouros,
sobrevivendo, contudo, por meses em estrume e sedimentos de bebedouros. A
transmissao pela agua foi reportada, tando de dgua potavel contaminada como de aguas
recreativas (World Health Organization, 2018).

Os sintomas da infecdo por E. coli podem ir de leves a moderados até graves. Os
sintomas leves podem durar de alguns dias até mais de uma semana e incluem: colica
abdominal, diarreia aquosa sUbita e grave que pode mudar para fezes com sangue, perda
de apetite ou nauseas, fadiga, febre, e em casos esporadicos, vémitos. Os sintomas graves
podem incluir: urina com sangue, diminuicdo da producdo de urina, pele palida,
contusOes, desidratacdo. Sem tratamento, a infecdo por E. coli pode evoluir para uma das
seguintes condicdes, entre outras: infeccdo do trato urinario, infeccdo abdominal e
pélvica, pneumonia, bacteremia, em que as bactérias entram na corrente sanguinea, e
meningite, em que as bactérias atravessam a barreira hematoencefalica(Pietrangelo,
2021).

Sélidos estudos cientificos dedicaram-se a analisar os fatores de risco para a
infec@o por E. coli. No estudo de Laupland et al. (2008) foram encontrados 0s seguintes
fatores de risco: o género feminino; a dialise; o transplante de 6rgaos sélidos e a doenca
neoplasica(Laupland et al., 2008) Numa meta-analise realizada por Augustin et al. (2021),
foram identificados os seguintes fatores de risco: a realizacdo de viagens ao exterior; 0
contacto com pessoas e/ou animais contaminados; o consumo de alimentos
contaminados; e a exposi¢do a dgua potavel ndo tratada. Relativamente as exposi¢oes
alimentares, este estudo confirmou fatores de risco conhecidos, como o0 consumo de carne
bovina mal cozida e outros tipos de carne (e.g.: carne processada, carne pronta) e o
consumo de leite cru por criangas. Veiculos alimentares recentemente identificados foram
frango e peixe. A producéo (frutas/legumes) néo foi associado a infec¢éo esporadica por
E. coli (Augustin et al., 2021).
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2.2.Enterococcos

As bactérias Enterococcos possuem uma forma de ovoide e sdo bactérias Gram-
negativas. Sao bactérias anaerobias facultativas ndo esporuladas e certas estirpes podem
apresentar mobilidade. Este género de bactérias inclui espécies como E. faecalis e E.
faecium. Adicionalmente, estas sdo relevantes como indicadores de contaminagao fecal,

visto que sdo as mais frequentes e também as mais virulentas para humanos (Feng et al.,

2014).
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A Tabela 3 apresenta as espécies conhecidas do género Enterococcus e 0S seus

habitats atualmente conhecidos (Byappanahalli et al., 2012).

Tabela 3. Espécies Enterococcus e seus habitats

Grupo Espécie Habitat Agente patogénico
patogénico humano
E. faecalis E. faecalis Humano, animal | Sim
(mdltiplos), planta,
inseto.
E. haemoperoxidus | Superficie da agua
E. moraviensis Superficie da dgua
E. silesiacus Agua potavel
E. termitis Animal (termite)
E. caccae Humano
E. faecium E. faecium Humano, animal | Sim
(multiplos), planta,
inseto.
E. durans Humano, animal | Sim
(multiplos), inseto.
E. hirae Animal (mdultiplos),
planta.
E. mundtii Solo, planta Sim
E. villorum Animal (porco)
E. canis Animal (céo)
E. ratti Animal (rato)
E. asini Animal (burro)
E. phoeniculicola | Animal (passaro)
E. canintestini Animal (céo)
E. thailandicus Humano, animal
(gado)
E. avium E. avium Humano, animal | Sim
(multiplos)
E. pseudoavium Humano
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E. malodoratus Animal (gado)
E. raffinosus Humano Sim
E. gilvus Humano
E. pallens Humano
E. hermanniensis Humano (c&o)
E. devriesei Animal (gado)
E. viikkiensis Animal (frango)
E. gallinarum E. gallinarum Humano, animal | Sim
(mdltiplos), inseto
E. cecorum E. cecorum Animal (galinha)
E. columbae Animal (pombo)
Nao classificadas | E. saccharolyticus | Animal (gado),
esgoto
E. aquimarinus Agua do mar
E. sulfureus Planta
E. dispar Humano
E. italicus Animal (gado)
E. camelliae Planta

Fonte: Byappanahalli et al. (2012).
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A Figura 5 apresenta uma imagem de Enterococcus faecium tirada através de SEM

(Microscopia eletronica de varrimento).

Figura 5: Imagem de Enterococcus faecium tirada através de SEM (Microscopia eletrénica de
varrimento). Retirado de Feng et al. (2014).

Estas bactérias crescem a uma temperatura 6tima de 35°C, embora a maioria das
espécies possa crescer entre 0os 10 e 45°C. Enterococcus sdo também capazes de
sobreviver em condicBes adversas como na presenca de cloreto de sodio, pH 9.6 ou
temperaturas de 60°C durante mais de 30 minutos (Feng et al., 2014).

Estes microrganismos habitam preferencialmente no trato gastrointestinal de
mamiferos, mas também podem estar presentes em aves. Sdo consideradas bactérias
ubiquas, visto que podem estar presentes em diferentes meios ecoldgicos (plantas, solos,
aguas superficiais, vegetais ou alimentos crus e fermentados). Devido a esta capacidade
de sobreviver numa grande variedade de ambientes, sdo também bactérias que contribuem
para vérias infecbes e tém sido descritos varios casos de resisténcia a antibidticos
(Anderson et al., 2007)

As espécies Enterococcus podem causar uma variedade de infecdes, incluindo
infecGes do sistema urinario, bacteremia, endocardite e meningite. As infecdes por
Enterococcus faecalis tendem a ser mais perigosas do que as infe¢es por Enterococcus
faecium. Além disso, a bacteremia por E. faecalis tem maior probabilidade de estar
associada a endocardite do que a bacteremia por E. faecium (Feng et al., 2014).

Os Enterococcus sdo altamente resilientes e podem sobreviver a varias condi¢es
dificeis, como antissépticos e desinfetantes comuns, promovendo sua persisténcia
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generalizada em itens inanimados hospitalares comuns. Ademais, eles sdo encontrados
nas maos dos profissionais de saude (PS), respondendo pela sua fécil transmissao(Said &
Tirthani, 2022). A E. faecalis é bastante comum em hospitais, propagando-se facilmente
nesse ambiente, principalmente devido ao facto de muitos pacientes hospitalizados terem
sistemas imunologicos enfraquecidos. Na maioria dos casos, as bactérias sao transmitidas
por pessoas que trabalham no hospital, alguma das quais carregam a E. faecalis no
intestino. Outras vezes, 0s Enterococcus sdo transmitidos através de dispositivos médicos
(Brennan, 2021).

De acordo com Koch et al. (2015), os Enterococcus contribuem significativamente
para a mortalidade e morbidade dos pacientes, assim como para os custos de saide. Além
disso sdo resistentes a praticamente todos os antibioticos clinicamente disponiveis. (Koch
et al., 2004) Os Enterococcus sdo igualmente capazes de sobreviver a uma ampla
variedade de condi¢cdes e ambientes, incluindo temperaturas extremamente altas e baixas
(Brennan, 2021) Em geral, os Enterococcus tendem a estar presentes em concentracdes
cerca de uma a trés vezes maiores que os E. coli em fezes e residuos municipais. Além
disso, foi comprovado que sdo mais resistentes as praticas de tratamento de aguas
residuais, e possuem uma sobrevivéncia prologanda em sedimentos marinhos e de dguas
doces (Health Canada, 2021).

Como os Enterococcus fazem parte da microbiota humana endogena normal, tém
pouco potencial patogénico no hospedeiro normal. Ndo obstante, esta condicdo pode
mudar na presenca de determinados fatores de risco no hospedeiro, tais como: uso prévio
de antibidticos; pacientes submetidos a procedimentos ou uso de dispositivos invasivos;
presenca de comorbilidade (neoplasias, doengas malignas do sangue, SIDA); pacientes
submetidos a transplantes; realizacao de quimioterapia (Gonzélez, 2010).

Os Enterococcus também sdo usados como indicadores de contaminacéo fecal de
aguas de recreio em todo o mundo. Apesar de ndo serem normalmente considerados
prejudiciais aos seres humanos, a sua presenca no ambiente pode indicar que outros
agentes causadores de doencgas, como virus, bactérias e protozoarios, também podem estar
presentes. Quantidades significativas de Enterococcus num corpo de dgua podem afetar
negativamente o valor recreativo e econdémico do recurso aquatico. A superabundancia
de bactérias fecais na dgua pode causar encerramento de praias, proibi¢cdo de natacdo e
navegacao e encerramento de areas de pesca e marisco.(Brennan, 2021).

Nos Estados Unidos da Ameérica, o padrdo de poluicdo fecal para aguas balneares

recreativas foi originalmente definido usando concentracGes de coliformes totais, com
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base nos resultados de um estudo do Servico de Saude Publica dos EUA sobre a saude
dos nadadores no Lago Michigan em Chicago, em 1948 (Falagas et al., 2014). Devido as
bactérias Gram-negativas estarem naturalmente presentes na agua, esse padrdo foi
evoluindo para um padrao de coliformes “fecais”, que pressupde que apenas uma fragdo
do total de coliformes era de origem fecal. No final da década de 1970 e inicio da década
de 1980, estudos sobre a salde dos nadadores foram realizados para auxiliar na
identificacdo de novos organismos indicadores fecais que podem ser mais confidveis do
que os coliformes fecais. Os investigadores determinaram que as concentracdes de
Enterococcus medidas em aguas de recreio estavam fortemente relacionadas ao numero
de nadadores que adoeciam com doencas gastrointestinais (Cohen et al., 2020).
Resultados semelhantes foram obtidos noutros estudos (Chowdhury et al., 2021) Dadas
essas evidéncias, os EUA, a Unido Europeia e a Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
recomendam que o0s Enterococos sejam adotados como um indicador da qualidade da
agua para recreacao e do risco de doencas (Ryu et al., 1999).

A presenca de Enterococcus nas aguas pode fazer com que nadadores e outras
pessoas que usam rios e ribeiros para recreacao ou aqueles que comem mariscos ou peixes
crus figuem doentes. Os efeitos para a salde deste tipo de contaminacéo incluem doencas
de pele, ouvidos, olhos e trato respiratorio. (Brennan, 2021).

Quando os Enterococcus sédo libertados do trato gastrointestinal de animais de
sangue quente em habitats secundarios, como aguas ambientais, vegetacao aquatica ou
sedimentos, eles sdo submetidos a uma série de stressores bidticos e abidticos que
geralmente levam a um declinio na populacéo ao longo do tempo. A Tabela 4 apresenta

uma sintese desses stressores.
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Tabela 4. Stressores ambientais que afetam negativamente a sobrevivéncia de

Enterococcus
Stressor Tipo Fonte do Enterococcus
Luz solar Luz solar ambiente e | Estirpes ambientais;
simulada esgoto.
Salinidade Aguas estuarinas e | Estirpes ambientais; esgoto
marinhas
Desinfeccéo Cloro/UV/acido peracético | Esgoto; culturas puras de
E. faecalis
Inanicédo Condicbes oligotroficas, | Culturas puras de E.
deficiéncia de glicose faecium, E. durans, E.
flavescens, E.  avium, E.
pseudoavium, E.
malodoratus, E.
raffinosus, E.  mundtii, E.
faecalis, E. hirae, E.
gallinarum, e E.
casseliflavus
Predacéo Protozoarios Bacterivoros | Estirpes ambientais;
culturas puras de E.
faecalis

Fonte: Byappanahalli et al. (2012).

3 Virus

Os virus sempre foram uma das mais abundantes classes do Planeta Terra — estima-
se que existam cerca de 10% particulas virais na biosfera. Devido ao seu tamanho
extremamente pequeno, quando comparados com a biomassa procariotica, 0s virus s6
representam cerca de 5% (Semedo et al., 2003; Semedo-Lemsaddek et al., 2011).

Os virus séo geralmente associados a um contexto negativo, por serem responsaveis
por vérias doencas, cuja monitorizacdo, controlo e/ou eliminacdo sdo fundamentais. No
entanto, os virus também tém certas propriedades positivas que podem ser exploradas
para outros propasitos, como por exemplo, a descoberta de vacinas ou de novos farmacos

(Semedo-Lemsaddek et al., 2011).
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Algumas caracteristicas importantes dos virus incluem (Conceicao et al., 2014):

e Apenas se podem reproduzir em células vivas;

e Contém DNA ou RNA,;

e Na&o sdo capazes de reproducao sexuada ou assexuada;

e A composicdo quimica dos virus varia consoante a sua familia. Para os virus
mais simples, a sua estrutura € simplesmente constituida por proteinas
estruturais e acido nucleico. Os virus tornaram-se mais complexos com o
aparecimento do envelope. Estes ndo possuem organelas celulares ou
citoplasma;

e S&0 muito pequenos, quando comparados com organismos unicelulares
(podem ir dos 10 nm aos 200 nm).

O isolamento de virus numa cultura celular é considerado uma das experiéncias
mais importantes da microbiologia. Atualmente, a forma mais expedita de identificar um
virus é através de sequenciamento de alto desempenho (Next generation sequencing —
NGS). O NGS é um avanco recente e significativo na deteccéo e identificacdo viral. Esta
se tornando cada vez mais uma abordagem padrdo, principalmente para obter genomas
inteiros de virus em um curto periodo de tempo ou um grande numero de dados
gendmicos de forma rapida e confidvel (Sgrensen et al., 2001).

Os virus sdo entidades acelulares, o que significa que ndo tém estrutura celular —
ndo tem organelos, ribossomas ou membranas. No entanto, os virus contém proteinas,
como enzimas. Uma particula viral completa contém material genético (DNA ou RNA),
protegido por uma capsideo. Além do capsideo, alguns virus tém também uma membrana
lipidea externa que envolve todo o capsideo conhecida como envelope. O envelope € uma
membrana rica em lipidos que envolve toda a particula viral, constiui-se de pepldmeros,

gue sao encontradas ancoradas ao envelope tal como representa a Figura 5.
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Figura 5: Estrutura de uma particula viral normal. O &cido nucleico (ADN ou RNA) est4 no meio, rodeado
do capsideo (involucro que envolve o material nucleico) e capsdémeros (subunidades proteicas que
constituem o capsideo). O envelope é uma membrana rica em lipidos que envolve toda a particula viral e
os pepldmeros sdo estruturas geralmente constituidas de glicoproteinas e lipidios, que sdo encontradas
ancoradas ao envelope. Adaptado de Stevenson (1953).

O risco de infeccdo viral e/ou doenca na popula¢do humana é determinado pelas
caracteristicas tanto do virus como dos individuos suscetiveis e da populacdo hospedeira,
tais como a resisténcia inata e adquirida. Além disso, a transmissdo do virus € influenciada
por fatores comportamentais, ambientais e ecoldgicos. A transmissdo do virus pode
ocorrer de forma horizontal ou vertical; porém, a maior parte da transmissao € horizontal,
isto €, entre individuos da populacdo de risco. A Figura 6 apresenta um esquema das rotas

de infecdo humana especificas.
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Figura 6: Rotas de infe¢do humana especificas. Estas rotas de transmissdo séo definidas principalmente
pelas diversas maneiras usadas por diferentes virus para perfurar o revestimento epitelial externo continuo
do corpo. A rota de entrada € um fator preponderante na determinacéo dos padrdes de ocorréncia, da forma
de propagacdo e das populaces de risco para cada infeccéo viral. Adaptado de (Burrell et al., 2017).

De um modo geral, os virus sao especificos dos hospedeiros. Sendo assim, 0s virus
que infectam humanos ndo infectam hospedeiros ndo humanos, tais como animais e
plantas. O contrario também sucede, assim, virus que infectam animais e plantas, por
norma, ndo infectam humanos. N&o obstante, um pequeno ndmero de virus entéricos ja
foi detectado em humanos e animais. A maioria dos virus infeta, também, apenas tipos
especificos dentro de um hospedeiro. Os tipos de células suscetiveis dependem do virus
e, como tal, as consequéncias a nivel de salide relacionados a uma infecdo viral variam
extensivamente consoante a localizagdo das células suscetiveis no corpo. Ademais, a
infecdo viral pode despoletar respostas imunes que causam sintomas inespecificos
(Health Canada, 2011).

Os virus ndo se podem replicar fora dos tecidos dos seus hospedeiros e, por

conseguinte, ndo se podem multiplicar no ambiente. No entanto, podem sobreviver no
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ambiente por longos periodos temporais, mais do que a maioria das bactérias intestinais.
Como tal, torna-se inseguro depender somente de padrdes bacterioldgicos de qualidade
da 4gua. Na verdade, os virus podem sobreviver e permanecer infeciosos por até 130 dias
na agua do mar, por até 120 dias em agua doce e por até 100 dias no solo a temperaturas
que variam entre 0s 20 e 0s 30 °C (la Rosa et al., 2012). Na Tabela 5 apresentam-se 0s

virus humanos potencialmente transmitidos através da agua.
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Tabela 5. Virus humanos potencialmente transmitidos através da agua

Grupo

Género

Familia

Doenca causada

Norovirus

Norovirus

Caliciviridae

Gastroentrite

Enterovirus humano A-D

Enterovirus

Picornaviridae

Paralisia, herpangina,
meningite, doenca
respiratdria, doenca méo-pé-
boca, miocardite, anomalias
cardiacas, corrimento,

pleurodinia, diabetes

Virus da hepatite A

Hepatovirus

Picornaviridae

Hepatite

Adenovirus humano A-G

Mastadenovirus

Adenoviridae

Gastroentrite, doenca

respiratoria, conjuntivite

Virus da hepatite E

Hepevirus

Hepeviridae

Hepatite

Virus da gripe A

Virus da gripe A

Orthomyxoviridae

Gripe

Coronavirus humano

Coronovirus

Coronaviridae

Gastroentrite, doenca

respiratoria

Poliomavirus humano

Poliomavirus

Polyomaviridae

Doencas de pele,
leucoencefalopatia
multifocal progressiva,
nefropatia, cistite

hemorrégica

Picobirnavirus humano

Picobirnavirus

Picobirnaviridae

Diarreia

Papilomavirus

Papilomavirus

Papillomaviridae

Verrugas na pele e na
garganta (mais raro), cancro
cervical e outros cancros

MeNos comuns, mas graves.

Fonte: La Rosa et al. (2012) (la Rosa et al., 2012).

Alguns fatores sdo identificados na literatura como tendo a capacidade de reduzir

a populagéo viral, nomeadamente a temperatura viral elevada, o aumento da luz solar,

uma maior concentracgdo antimicrobiana e niveis mais elevados de oxigénio. Além disso,

a sobreviviéncia dos virus ¢ menor em aguas nao estéreis (Pinon & Vialette, 2018).
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A deteccdo do virus é algo bastante complexo ainda agora na pratica medica.
Mudltiplos métodos sdo usados para a deteccao laboratorial de infe¢des virais, incluindo
cultura celular, deteccéo de antigeno e deteccdo de &cido nucleico. A deteccdo de virus
por cultura celular embora ndo sendo uma pratica tdo recorrente atualmente devido a
existéncia de técnicas mais rapidas de biologia molecular (que proporcionam resultados
rapidos, especificos, e sensiveis), é ainda o gold standard para a detecdo de virus,
particularmente quando é necessario aferir da sua infecciosidade. Embora a importancia
relativa do isolamento viral como método de detecdo esta a diminuir rapidamente, ainda
€ necessario porque € a unica técnica capaz de fornecer um virus isolado viavel que pode
ser usado para caracterizacgao adicional, como nos testes de tipagem, nomeadamente no
que se refere ao virus da polio (Cabelli, 1983). Uma vantagem adicional € que, em
contraste com a maioria dos métodos de detecdo de antigenos e acidos nucleicos, a cultura
em linhas celulares permite a deteccdo de varios virus (Cabelli, 1983).

A primeira etapa para realizar uma analise viroldgica da agua é a concentracgdo, que
tenta recuperar e concentrar o maior nimero possivel de particulas virais, ou mesmo
manter o material genético em suspensdao (Boehm & Soller, 2011) Existem varios
procedimentos de concentracdo disponiveis, e a escolha depende do tipo de material e
virus a ser isolado. A recuperacdo viral e técnicas de concentracdo incluem ultrafiltracéo
(Whitman et al., 1998), floculacdo (Chibani-Chennoufi et al., 2004), adsorcao-eluicao
usando filtros ou membranas (Dimmock et al., 2016), separacdo de duas fases com
polimeros (Stanley, 1938) e 0 uso de colunas cromatograficas monoliticas.

E importante reconhecer que nenhum método pode ser universalmente reconhecido
como superior: eficiéncia, constancia de desempenho, robustez, custo e complexidade séo
todos fatores a serem considerados para cada método e as caracteristicas de desempenho
devem ser monitorizadas continuamente (de Villiers et al., 2004).

As aguas residuais sdo frequentemente contaminadas por virus entéricos, como
adenovirus e rotavirus, e bacteriofagos (Hurst & Reynolds, 2002). Quanto ao SARS-CoV-
2, a sua presenga em aguas contaminadas continua a ser alvo de estudo por parte dos
investigadores (Callaway, 2012).

A presenca de virus na agua representa um risco a saude publica e, por conseguinte,
a prevencao da transmissé@o do virus pela agua requer politicas adequadas para reforcar
0s sistemas de abastecimento de agua e melhorar a vigilancia epidemioldgica (Pelaez-
Carvajal et al., 2016).

25



3.1. Virus entéricos

O virus entéricos referem-se a todos o0s virus encontrados no sistema
gastrointestinal humano e que podem causar infeccdes ou doengas em pessoas expostas a
eles pela via fecal-oral (Soule et al., 2000). Esses virus invadem as células do sistema
gastrointestinal do hospedeiro humano e proliferam através da replicagdo viral. Os virus
entéricos sdo particularmente prevalentes em aguas residuais urbanas, sendo expelidos
em grandes quantidades nas fezes de pessoas infectadas com contagens variando de 10°
— 10% particulas virais por gramas de fezes (Ericsson et al., 2002). Em contraste, 0s virus
ndo entéricos, como 0s Vvirus respiratdrios, ndo sdo considerados patogéneos transmitidos
pela agua (Health Canada, 2011).

Os virus entéricos sdo encontrados com muita frequéncia nas aguas, sendo que
tem sido comprovado que varias epidemias tiveram a sua origem na agua consumida pelas
populacbes. Depois de contaminarem o hospedeiro, 0s virus entéricos invadem o trato
intestinal e s&o eliminados abundantemente através das fezes e da urina. Estes virus estao
entre 0s mais recorrentes e perigosos relacionados com infe¢des originadas na agua, sendo
responsaveis por patologias digestivas, sobretudo a diarreia que é a mais comum, bem
como hepatites, conjuntivites, infe¢es do sistema nervoso central e doengas cronicas
(Aparicio, 2014).

Essa enorme quantidade de agentes pode ser disseminada entre as pessoas atraves
da &gua, encerrando assim o ciclo de transmissao fecal-oral (Gilgen et al., 1997). Na agua,
0s Vvirus entéricos podem sobreviver (e potencialmente infectar) por meses (Schwab et al.,
1993). Devido a forte especificidade do hospedeiro dos virus entéricos humanos, a
identificacdo desses virus em habitats aquaticos permite a determinacdo conclusiva da
contaminacdo fecal humana (Kovac et al., 2009; Bosch et al., 2011).Estes virus possuem
capsides robustas o que faz com que se mantenham infecciosos durante bastante tempo,
mesmo sob condigdes adversas. Ademais, sdo bastante resistentes a desinfecéo,
aquecimento, pressdo e ph baixo da agua. Como tal, a sua elimina¢do ou perda de
infecciosidade na agua requer a utilizacdo de processos com cloro, 0zono e/ou exposicéo
aradiacdo UV nas Estacdes de Tratamento de Agua (ETA) e nas ETARs (Salvador et al.,
2020). A remocgéo de virus entéricos é complicada devido ao seu pequeno tamanho e
relativa facilidade de passagem pelas barreiras de infiltracdo; ndo obstante, estes virus séo

facilmente inativados através da aplicacdo de diversas tecnologias de desinfe¢do, em
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dosagens relativamente baixas. Nas alimentacfes de agua potavel com sistema de
distribuicéo, deve-se manter sempre um residuo desinfetante (Health Canada, 2011).

A detecgdo de virus entéricos em amostras de agua de fonte pode ser utilizada
como uma ferramenta para avaliar os potenciais riscos relacionados ao uso de uma fonte
de agua bruta especifica e para garantir que o tratamento adequado esteja em vigor. Além
disso, os testes de virus entéricos pode ser extremamente Util para investigadores e
autoridades de satde publica durante investigaces de surtos nas quais as evidéncias

epidemioldgicas indicam que a dgua pode ser a fonte de infecdo (Health Canada, 2011).

3.2. Bacteritéfagos

Os bacteriofagos sdo entidades que infetam seres superiores. Tal como 0s virus,
estes reproduzem-se ap6s a infecdo do seu hospedeiro. Sdo de natureza ubiquitéria e
conseguem sobreviver nas mais variadas condigdes. A gama de temperaturas para a

sobrevivéncia dos bacteri6fagos varia desde 4 a 95°C e quanto ao pH, conseguem

sobreviver entre 1 a 11 (Ashbolt, 2004).

Figura 7: Exemplo de estrutura de um bacteriéfago. Os bacteriéfagos com DNA normalmente
apresentam os seguintes constituintes: cabeca cauda e fibras da cauda (cauda fibrosa). A cabega € o local
onde esta o material genético, sendo que a cauda e as fibras estdo associadas a penetracdo do material

genético na célula hospedeira. Adaptado de Ashbolt (2004).

De acordo com a sua morfologia, tipo de acido nucleico e presenca ou auséncia

de envelope ou camada lipidica, podem ser classificados em 13 familias. Em termos de
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morfologia, os fagos podem ser isométricos (icosaedro) com cauda, em forma de hélice
(filamentosos) ou pleomorficos (Barth, 2007).

Quanto a infecdo da célula bacteriana pelo fago, o primeiro passo é dado pelas
fibras da causa, que aderem a recetores especificos na bactéria. Quando o fago adere a
célula hospedeira, 0 material genético passa da cabeca para a cauda e entra na bactéria.
Normalmente, este é o inico componente que entra dentro da bactéria, todos os restantes
ficam de fora. Alguns fagos possuem enzimas que digerem varios componentes do
involucro bacteriano, que ajuda a entrada (Messacar et al., 2017).

Os fagos podem ser liticos (ou virulentos), que por definicdo sdo fagos que se
multiplicam no interior da bactéria, destruindo-a no final do ciclo de vida, ou lisogénicos,
com possibilidade de integracdo no genoma do hospedeiro replicando com o mesmo
(Barth, 2007).

Mais recentemente, o tratamento de infecfes por fagos que inativam agentes
patogénicos infetantes é considerado uma alternativa ao uso dos antibioticos. A terapia
fagica preventiva pode eliminar bactérias patogénicas de produtos alimentares e aguas,
bem como ajudar no tratamento e controlo de doencas (Mocé-Llivina et al., 2005).

Os bacteriofagos podem ser usados como indicadores fecais da qualidade
microbiana da &gua, qualidade dos alimentos e mariscos, contaminacdo de esgoto e
eficiéncia do tratamento de agua e esgoto. A andlise é compilada através da analise das
taxas de remocdo mediante o processo de tratamento de esgoto, incluindo a eficacia da
desinfeccdo UV. Eles também podem ser usados como indicadores de virus patogénicos,
como Noravirus e Rotavirus (ALS Environmental, n.d.).

Inspirados por estes estudos, mais investigadores apostaram nos fagos para
resolver outro problema importante: a poluicdo da agua. Os fagos sdo encontrados
abundantemente em aguas contaminadas, e, embora sejam um grupo diversificado,
apresentam elevada especificidade no reconhecimento das bactérias hospedeiras (Fong &
Lipp, 2005).

Devido a sua capacidade de infectar especificamente hospedeiros bacterianos, 0s
fagos foram recentemente usados como novas ferramentas no controle da poluigéo da
agua, sendo que foram considerados melhores indicicadores de virus entéricos do que as
bactérias indicadoras fecais (Ji et al., 2021a). Com caracteristicas morfologicas e
bioldgicas similares, os bacteriéfagos reproduzem o destino e o transporte dos virus
entéricos. Os bacteridfagos entéricos, especialmente os fagos que infectam Escherichia

coli (colifagos), tém sido considerados como alternativas ou complementos as bactérias
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indicadoras fecais (Toribio-Avedillo et al., 2021). Destarte, os fagos constituem-se
potenciais indicadores virais, dado que s& frequentemente encontrados em
concentragOes elevadas nos esgotos domésticos e por possuirem alta resisténcia a
sistemas de tratamento, assim como a sua semelhanca com o0s virus entericos patogéneos
no que se refere a estrutura, composicdo tamanho e forma de replicacdo. Além disso, 0s
fagos sdo mais fécil de serem detetados em comparagdo aos virus entéricos patogéneos
(Ramos et al., 2022).

A presenca de bacteriofago F+ numa amostra de agua normalmente indica
poluicdo por aguas residuais contaminadas por fezes humanas ou animais. A sua
sobrevivéncia no meio ambiente, remogdo por processos de tratamento de &gua
amplamente utilizados e concentragdo/retencdo por moluscos assemelha-se a dos virus
entéricos humanos de origem alimentar e hidrica, por exemplo, hepatite A, Norovirus e
Rotavirus. Assim, eles sdo um organismo indicador potencial para a presenca de tais
virus.(ALS Environmental, n.d.).

Ainda, possuem grande resisténcia no meio ambiente e nos sistemas de tratamento
de aguas residuérias, sdo simples e possuem baixo custo nas analises de deteccdo e
enumeracao, ndo sdo prejudiciais ao ser humano (Rajtar et al., 2009).

Esta nova tecnologia baseada em fagos tem potencial para ndo sé ser um excelente
indicador da qualidade da agua, devido a alta especificidade do fago, como também um
bom indicador para detectar fontes de poluicdo. Um dos grupos mais usados como
indicador de contaminacdo fecal em aguas sdo os colifagos somaticos (Ahmed et al.,
2014).

3.2.1. Colifagos somaticos

Os colifagos somaticos sdo considerados os melhores indicadores de poluicdo
fecal da qualidade microbioldgica das aguas. Os colifagos sdo fagos que infectam E. coli
e outros membros da familia Enterobacteriacea. Portanto, sdo virus que infectam
bactérias coliformes, sendo utilizados em sistemas aquéticos para avaliacdo de risco para
virus entéricos humanos.(Singh et al., 2022). Os colifagos somaticos que infetam por via
da parede celular pertencem a quatro familias distintas: Myoviridae, Siphoviridae,
Podoviridae e Microviridae (Angel et al., 2007).

Dado que os colifagos séo de facil e rapida enumeracéo, a sua utilizacdo como
indicadores é apropriada. Alem disso, a sua taxa de inativagdo é semelhante a reportada
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de outros microrganismos patogénicos e encontram-se em abundancia em aguas poluidas
(Santos & Hoshino, 2005).

Quanto aos métodos de detecgdo, geralmente envolvem a incubagdo da amostra e
0 estudo do hospedeiro bacteriano em meio com nutrientes para ser possivel visualizar a
formacéo de halos de lise. Estes halos sdo zonas transparentes no meio de cultura (onde
se deu a lise celular bacteriana). A quantidade é expressa em unidades formadoras de
colonias (PFU) pelo volume dado da amostra (World Health Organization, 2017).

3.3. SARS-CoV-2

A sindrome respiratéria aguda severa (SARS) é altamente infeciosa e
potencialmente letal apresentando-se com sintomas semelhantes aos de gripe (Lavanchy,
2011). Em dezembro de 2019, a OMS foi informada sobre 27 casos de pneumonia de
etiologia desconhecida com inicio de sintomas a 8 de dezembro, incluindo sete casos
graves. Em janeiro de 2020, a comunidade cientifica chinesa identificou o um novo
coronavirus 2019-nCoV como agente causador da infe¢do, mais tarde esse esse novo
coronavirus foi renomeado como SARS-CoV-2. Devido ao aumento subito do nimero de
casos de uma doenca acima do que seria esperado, a OMS foi forcada a declarar pandemia
a 11 de marco. Desde entdo, ensaios clinicos e investigacdes tém sido desenvolvidas para
se saber a origem deste virus, as suas consequéncias para a humanidade e possiveis
tratamentos para os infectados (Lavanchy, 2011)

A COVID-19 é uma doenca causada pelo coronavirus SARS-CoV-2. A
apresentacdo clinica é geralmente a de uma infeccdo respiratéria com sintomas que véo
desde uma constipagéo ligeira a uma pneumonia que pode ser fatal. Os sintomas mais
comuns sao febre, tosse e dificuldades respiratérias, no entanto alguns doentes
apresentam-se assintomaticos. As complicacdes mais severas englobam falha de érgéos,
choque séptico ou tromboembolismo venoso. Visto que se trata de um virus respiratorio,
SARS-CoV-2 é altamente transmissivel por goticulas, contacto com secrecOes
respiratorias e aerossois (Russell & Walling, 2007)

SARS-CoV-2 é geneticamente muito semelhante ao SARS-CoV-1 e ao
coronavirus do morcego (RaTG13). O envelope viral esta coberto por glicoproteinas S,
protegendo o ARN (Figura 8). O primeiro passo de infeccdo é a ligacdo do virus as células
do hospedeiro através das sub-unidades das proteinas S. SARS-CoV-2 tem uma taxa de
reproducdo muito mais alta que outros virus, o que facilita a rapida propagacao (Kamar,
2014).
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Figura 8: Estrutura de uma particula SARS-CoV-2. O &cido nucleico (ARN) estd no meio,
rodeado do capsideo (invélucro que envolve o material nucleico). O envelope é uma membrana rica em
lipidos que envolve toda a particula viral. Retirado de Kamar (2014).

Em geral, os virus humanos podem ser transmitidos através de fluidos corporais
humanos, tais como saliva, muco, fezes, vomito, urina e sangue, 0s quais ao entrar em
contacto direto com outras pessoas, ou atraves da dgua, alimentos e superficies, despoleta
a contaminacdo. Relativamente a COVID-19, foram verificadas varias rotas de
transmisséo e outras apenas hipotetizadas. Alguns estudiosos levantaram a hipotese de
uma possivel transmissdo fecal do virus. Por exemplo, Heller et al. (2020), levantou a
hipotese de que a partir das fezes as trés principais rotas do virus poderiam ser para a
agua, para superficies ou para locais onde estdo presentes insetos vetores. A partir desses
ambientes, por diferentes vias, 0s virus poderiam chegar a boca de outro individuo e
infectar tanto o trato intestinal como o respiratorio de outro individuo. Ndo obstante,
outros estudos e relatorios técnicos, como é o caso do relatério da WHO, mencionaram
que esse tipo de transmissdo € muitissimo baixa (Langone et al., 2021a). De facto,
diferentes estudos mostraram que 0 RNA do SARS CoV-2 esté presente nas fezes de
pacientes com COVID-19, independentemente da gravidade da doenca (Cerrada-Romero
et al., 2022) (Wu et al., 2020).

A literatura sobre o tema indica que a transmissdo respiratoria € o modo
dominantes de tranmissao do SARS-CoV-2; a transmissdo vertical ocorre muito
raramente; alguns animais tais como gatos e furées podem ser infetados e transmitir entre
si, mas ndo ha casos relatados de transmisséo para o humanos. Embora o virus vivo tenha
sido isolado da saliva e das fezes e 0 RNA viral tenha sido isolado do sémen e de doagdes

de sangue, ndo ha casos relatados de transmissdo de SARS-CoV-2 pelas vias fecal-oral,
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sexual ou sanguinea (Meyerowitz et al., 2021). Segundo a Direcdo-Geral de Salde
(DGS), 0 SARS-CoV-2 transmite-se através de duas formas: i) contacto direto — mediante
a disseminacdo de goticulas respiratdrias produzidas quando por exemplo, uma pessoa
infetada tosse, espirra ou fala, e podem ser inaladas ou pousar na boca, nariz ou olhos de
pessoas que estdo proximas (< 2 metros); ii) contacto indireto — mediante o contacto das
mdos com uma superficie ou objeto contaminado com o virus e que, em seguida,
contactam com a boca, nariz ou olhos ou através de inalagdo de aerossdis contendo o
virus(Direcdo-Geral de Saude, 2022).

A literatura disponivel sobre as vias de disseminacdo e infecciosidade do SARS-
CoV-2 em aguas de recreio e efluentes urbanos investigada até 0 momento indica uma
ampla disponibilidade de documentacao sobre a disseminagdo, mas muito poucos estudos
sobre a infecciosidade do SARS- CoV-2 em amostras de esgoto e aguas residuais (Ryu et
al., 1999; Kundu etal., 2013). Os estudos mostraram que 0 virus conseguem persistir nas
aguas, talvez por varias semanas. Devido a sua presenca nas fezes, a via fecal-oral
também pode ser um meio de transmissdo (Vanchiere et al., 2005). A carga viral de
SARS-CoV-2 nas fezes de individuos testados positivos foi relatada na faixa de 104-108
copias/L, dependendo dos estados da infeccdo. Nas dguas residudrias, a dilui¢do das fezes
resulta na diminuicdo da carga viral na faixa de 102-106,5 copias/L(Saawarn & Hait,
2021). A Figura 9 apresenta uma imagem das possiveis rotas de transmisséo oral-fecal do
SARS-CoV-2.

Ingestao ——

SANEAMENTO1 | Agua £ -
a g > 1 Infecgdo do trato respiratério
- f —

9

Limpeza <+ NOVAROTA
l . Infecgao do trato intestinal
& i
Fezes Superficie Contato

SANEAMENTO6

Vetor

Figura 9: Possiveis rotas de transmissao oral-fecal do SARS-CoV-2. Das fezes, existem trés rotas
primordiais para o virus: para a dgua, para superficies ou para locais onde estdo presentes insetos vetores.
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A partir desses ambientes, por vias distintas, os virus podem chegar a boca e infetar o sistema intestinal e
0 0 sistema respiratorio de um hospedeiro suscetivel. Retirado de (Heller et al., 2020)

Existem varios fatores que devem ser levados em consideracdo em relacdo a
sobrevivéncia do SARS-CoV-2 na agua como temperatura, exposi¢do a radiagdo UV,
matéria organica como bem como microorganismos(Veerababu et al., 2021). Estudos
mostraram que o virus pode sobreviver em aguas residuais hospitalares, aguas residuais
domésticas e agua da torneira por até 14 dias a 4 °C, mas a uma temperatura de 20 °C,
sobrevive apenas 3 dias (Kitajima et al., 2020). Foi reportado que a sobrevivéncia do
SARS-CoV-2 estd dependente da temperatura, pelo que o risco nas aguas residuais
aumenta nos meses de inverno, uma vez que a temperatura, sendo mais baixa, permite
uma sobrevida viral mais longa (Garcia-Avila et al., 2020).

No estudo de Herazo et al. (2022), os resultados mostraram evidéncias suficientes
de que o SARS- CoV-2 permance vivo em &guas residuais no México, tendo sido
identificada uma associacao, ainda que fraca, entre a percentagem de &gua tratada e a
casos positivos de coronavirus. Os autores concluiram que, muito embora a probabilidade
de contagio seja relativamente baixa, este fator pode constituir um risco para os
trabalhadores das estacdes de tratamento de aguas residuais, assim como para as pessoas
que estdo proximas a eles (Herazo et al., 2022). Também no estudo de Iglesias et al.
(2021), foi observada uma elevada concentracdo de RNA do SARS-CoV-2 em &guas
contaminadas na Argentina, que foi associada ao aumento de casos positivos na regido.
A medida que os casos foram diminuindo, a concentragio de RNA do virus, também.

O estudo de Haramoto et al. (2020) foi o primeiro estudo que detetou 0 RNA do
SARS-CoV-2 em aguas residuais do Japdo. Contudo, esse estudo nao detetou a presenca
do virus em aguas fluviais (Haramoto et al., 2020). No estudo de Rimoldi et al. (2020), o
SARS-CoV-2 foi detetado em aguas residuais ndo tratadas, mas ndo em aguas residuais
de 3 rios na area metropolitana de Mildo, Itdlia. O genoma do virus isolado foi
sequenciado e pertencia a cepa mais difundida na Europa e semelhante a outra encontrada
na mesma regido. A presenca de RNA nas amostras de esgoto bruto diminuiu apos oito
dias, provavelmente seguindo a tendéncia epidemiolOgica estimada para a area. A
infecciosidade do virus foi sempre nula (Rimoldi et al., 2020a) Na pesquisa de Serra-
Compte et al. (2021), por sua vez, 0 RNA do SARS-CoV-2 foi encontrado em 50,5% das
101 amostras de aguas residuais influentes analisadas. Os resultados positivos foram
detetados com mais frequéncia nas regides com incidéncia de COVID-19 superior a 100

casos por 100.000 habitantes. O lodo ndo tratado apresentou maior ocorréncia de RNA
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do SARS-CoV-2 do que as amostras de agua correspondentes, demonstrando a afinidade

das particulas virais por solidos (Serra-Compte et al., 2021). No estudo de Tandukar et
al. (2022), o RNA do SARS-CoV-2 foi detectado em 50%, 54% e 100% das amostras de

agua de ETARSs, hospitais fluviais e linhas de esgoto de um distrito no Nepal. Contudo,

as concentracfes de RNA SARS-CoV-2 ndo mostraram nenhuma associacéo significativa

com o numero de novos casos de COVID-19 em todo o distrito (Tandukar et al., 2022).

Numa revisdo efetuada por Veerababu et al. (2021), sdo apresentadas Vvérias

pesquisas relativas aos anos sobre a transmissdo de virus por fontes secundarias em
diferentes partes do mundo (Tabela 6). (Veerababu et al., 2021)

Tabela 6. Pesquisas sobre a transmissao do virus por fontes secundarias em diferentes

partes do mundo

Virus Pais Exposicéo Ano

SARS Hong Kong Cano de esgoto 2003

Enterovirus Austrélia Esgotos ndo | 2008
tratados

Cryptosporidium - Agua da | 2009
tempestade

Rotavirus - Agua da | 2009
tempestade

HCoV E.UA. Agua da torneira 2009

Virus bovino Austrélia Rio 2010

Adenovirus Japédo Aguas residuais 2013

Mastadenovirus - Agua da | 2017
tempestade

SARS CoV-2 Holanda Aguas residuais 2020

SARS CoV-2 E.UA. Aguas residuais 2020

SARS CoV-2 Austrélia Aguas residuais 2020

Fonte: Veerababu et al. (2021).

N&o obstante, no relatério publicado pela World Health Organization “Vigilancia

de aguas residuais de SARS-CoV-2”, é mencionado que o SARS- CoV-2, por ser um

coronavirus, ndo é conhecido por ter uma rota de transmissdo por agua. Apesar de
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fragmentos de SARS-CoV-2 terem sido encontrados em aguas residuais, isso ndo diz
nada sobre a infecciosidade dos residuos. Ainda segundo os achados do relatério, existem
duas vias principais de transmissdo do SARS-CoV-2: goticulas no ar e particulas de
aerossol e contacto fisico. Apesar de as pessoas infectadas com SARS-CoV-2 expelirem
fragmentos do virus em seus residuos corporais (como fezes, urina, saliva e escarro), nao
houve relatos de transmisséao fecal-oral do virus e, com base nas evidéncias disponiveis,
ndo ha indicagdo de que 0 SARS-CoV-2 seja transmissivel em aguas residuais. O SARS-
CoV-2 é rapidamente inativado no fluido do trato gastrointestinal e € excretado
principalmente num estado ndo infeccioso. Ademais, 0 SARSCoV-2 perde a infectividade
quando exposto a condi¢cBes ambientais, tornando-o menos viavel em &guas
residuais(World Health Organization, n.d.).

Num estudo realizado por Cruz-Cruz et al. (2021) foi verificado que o virus
infeccioso do SARS-CoV-2 ndo ¢é encontrado em aguas residuais brutas ou tratadas, ou
em aguas de rios, por conseguinte, essa via de exposicdo ndo € significativa para a
transmissdo do novo coronavirus. (Cruz-Cruz et al., 2020).

Numa revisdo recente efetuada por Sobsey (2022), ndo foram encontradas
evidéncias de que as particulas de SARS-CoV-2 presentes nos residuos fecais fossem
infecciosas ou capazes de se espalhar. Sobsey relata que ndo apenas ndo ha evidéncias
documentadas da presenca de particulas infecciosas de SARS-CoV-2 em &guas e residuos
fecais ambientais, mas também ndo ha evidéncias epidemioldgicas de que agua e aguas
residuais ja contribuiram para casos humanos, grupos ou surtos de infec¢do, doenca ou
morte por COVID-19 (Sobsey, 2022). Os principais resultados do seu estudo foram o0s
seguintes:

- Nenhum coronavirus do tipo 2 foi encontrado em residuos fecais ou guas;

- Néo existem evidéncias epidemioldgicas de infeccdo, doenca ou morte por
COVID-19 por exposic¢éo a residuos fecais ou aguas ambientais;

- As avaliacOes de risco a saude para COVID-19 por avaliacdo quantitativa de
risco microbiano ndo sdo possiveis;

- N&o ha evidéncias de SARS-CoV-2 infeccioso em residuos fecais e aguas ou
infeccdo, doenca e morte por COVID-19 atribuiveis a esses meios de exposicao.

N&o obstante, e conforme referido por Langone et al. (2021), é necesséario avangar
ou continuar com algumas medidas para se avancar no conhecimento relacionado ao
SARS-CoV-2, nomeadamente: 0 melhoramento e garantia de acesso a agua potavel e aos

servicos de saneamento, sobretudo para as comunidades vulneraveis; a otimizagdo dos
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sistemas de distribuicdo de agua e das infraestruturas de aguas residuais, minimizando
fugas nas condutas e descargas ilicitas; o melhoramento e otimizacdo de métodos de
deteccdo de SARS-CoV-2 (concentragdo, extracao e purificagdo) de matrizes de amostras
complexas, como aguas residuais, biossolidos residuais e aguas superficiais; gerir as
estacOes de tratamento de dgua e esgoto para evitar possiveis riscos; continuar com as
atividades de pesquisa sobre a viabilidade, infectividade e persisténcia do SARS-CoV-2

em fezes, urina, &guas residuais ndo tratadas e lodo (Langone et al., 2021b).

4 Qualidade microbioldgica da agua

4.1.Técnicas de avaliacdo da qualidade da agua

4.1.1. Andlises Fisico-quimica

As caracteristicas fisico-quimicas da adgua tém grande influéncia na qualidade da
agua. As analises fisico-quimicas realizadas mais frequentemente na agua sdo as
seguintes: pH, condutividade elétrica e oxidabilidade (de Villiers et al., 2004; Vinjé,
2015).

O pH das aguas superficiais varia entre 6,5 e 8,5 ao passo que o pH das aguas
subterraneas varia, normalmente, entre 4,5 e 8,5, devido a variabilidade dos estratos
rochosos (Boonham et al., 2014; Jiang, 2006).0 pH pode ser considerado como uma das
variaveis ambientais mais relevantes, sendo, igualmente, uma das mais dificeis de
interpretar, devido a diversos fatores tais como aqueles associados a fontes de poluicéo
difusa ou pontual (Akysana & Bueno, 2019).

A condutividade elétrica que depende da concentracdo de substancias dissolvidas
ionizadas, é definida como a capacidade que uma solucdo tem de conduzir a corrente
eletrica (Villiers, 2004; Vinjé, 2015).

A oxidabilidade permite avaliar o teor de substancias facilmente oxidaveis
presentes na agua. Este pardmetro representa o consumo de oxigénio gasto na oxidagao

da matéria organica e inorgénica na forma reduzida (Villiers, 2004; Vinjé, 2015).
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4.1.2. Analises microbioldgicas

A analise microbioldgica da agua € um método de analise da 4gua para identificar
0 numero de bactérias presentes e permitir a recuperacdo de microrganismos de modo a
identifica-los (Sandle, 2016). Trata-se de um procedimento analitico microbiol6gico que
usa amostras de agua e, a partir das mesmas, determina a concentracdo de bactérias.
Mediante essa concentracdo é possivel efetuar inferéncias acerca da adequacdo da agua.
A analise microbiologica da agua é realizada, por exemplo, para confirmar rotineiramente
se a dgua é segura para consumo humano ou se as aguas recreativas e balneares séo
seguras para uso (Hassan, 2018).

As descargas de aguas residuais domésticas e industriais em aguas balneares
costeiras e interiores necessitam da monitorizacdo de marcadores microbioldgicos de
contaminacdo fecal de forma a manter a qualidade destas &guas para uso recreativo. Estas
estratégias de monitorizacdo baseiam-se, sobretudo, na interpretacdo de dados numéricos
de andlises periddicas da qualidade microbioldgica das aguas balneares, nem sempre
faceis de prever ou actuar a tempo de evitar que os banhistas entrem em contacto com
aguas contaminadas (Inal, 2003).

A presenca de bactérias nas fezes, como coliformes fecais e Enterococcus, tem
sido utilizada para detectar degradacdo microbioldgica e prever a presenca de germes
patogénicos. Essas bactérias sdo encontradas em animais superiores e passaros, e sua
presenca na agua pode implicar em poluicéo fecal e associa¢des de patdgenos associados.
Marcadores microbioldgicos sdo frequentemente aplicados para mostrar se 0s patdgenos
estdo presentes ou ndo (Abedon, 2008).

Apesar de crucial para o desenvolvimento e salde humanos, a qualidade
microbiolégica da éagua € dificil de controlar, devido, sobretudo, a variedade de
patogéneos presentes na agua, a falta de métodos eficazes e aos custos analiticos e
logisticos requeridos na identificacdo elevada de patogéneos (parasitas, bactérias e virus).
No entanto, a definicdo de microorganismos indicadores, indices e modelos, ha mais de
um seculo, permitiu que tais limitagdes fossem superadas ao garantir um controlo
suficientemente adequado da qualidade da agua (Toribio-Avedillo et al., 2021).

As descargas de efluentes da industria doméstica nas &guas balneares, tanto
costeiras como interiores, obrigaram a monitorizagdo de marcadores microbioldgicos de

contaminacdo fecal de forma a manter a qualidade destas mesmas &guas para fins
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recreativos. De acordo com o Decreto-Lei n.° 135/2009, de 3 de Junho, esta agora a ser
investigada e medida a presenca de enterococos intestinais e E. coli. Os programas de
monitorizacdo sdo utilizados para avaliar anualmente a qualidade das &guas balneares
(Skurnik et al., 2007).

4.1.3. Anadlises virologicas

A analise viroldgica da agua é necessaria e justificada por varias razées, incluindo
a) o estudo da incidéncia e comportamento viral em ambientes aquaticos, b) a avaliagcdo
da presenca e risco de infecgdo, c¢) a avaliacdo da eficicia do tratamento viral e processos
de desinfeccdo, e d) o monitoramento de parametros de rotina especificados em diretrizes
e especificacbes legais (Skurnik & Strauch, 2006). Muitos virus patogénicos sdo
excretados em fezes humanas e urina, sendo a &gua um dos potenciais meios de
transmissao destes agentes, constituindo riscos para a saude publica (Silva et al., 2011).
A andlise viroldgica da &gua é igualmente importante para estudar o impacto na saide
publica de infecOes virais transmitidas pela dgua e para a identificacdo de cepas isoladas
da 4gua como uma ferramenta para investigar a epidemiologia dessas infe¢des. Contudo,
muitas vezes a identificacdo e a quantificacdo dos niveis de patogéneos virais na agua
passa por grandes desafios técnicos, sendo um desses desafios a dificuldade na detecdo
de virus em fontes de dgua e a ocorréncia do baixo nimero de particulas virais na agua —
0 que acaba por tornar este processo mais complexo e caro que a identificacao de bactérias
(Ruhanya, 2016).

A detecdo de virus baseia-se principalmente em dois principios: a deteccdo de
virus infeciosos por propagacdo em cultura de células ou a detecdo do material genético
por técnicas de biologia molecular, como PCR ou RT-PCR. A detecc¢do por cultura de
células mantém as células vivas e em multiplicacdo fora de seu tecido original sob
condigdes controladas, e a quantificacdo dos virus € realizada por ensaio de formagéo de
placas (Skurnik & Strauch, 2006). No entanto, sistemas de cultura de células eficientes
ndo estdo disponiveis para todos 0s virus e outros crescem lentamente ou ndo produzem
um efeito citopatico (Boonham et al., 2014). Atualmente, a identificacdo de virus pode
ser feita por sequenciamento de alto desempenho (Mathieu, 2019).

38



Na ultima década, os ensaios de PCR em tempo real revolucionaram a detec¢éo
de é&cido nucleico pela rapidez, sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e
minimizacdo de contaminacdo. Estes métodos sdo amplamente usados no campo da

virologia alimentar e ambiental e estdo em constante evolucéo (Ji et al., 2021).

Figura 10: Exemplo de um teste de plagueamento. Diluigdes seriadas de um virus foram
plaqueadas em culturas de células em unicamadas confluentes. As células sdo coradas por um periodo de
tempo no qual um Unico virus infecta a célula, produz particulas virais e infecta as células ao redor. As
areas brancas mostram areas da cultura nas quais as células foram mortas. Cada “placa” ¢é o resultado da

presenca de uma particula viral original. Retirado de Ji et al. (2021).

O PCR permite a amplificacdo exponencial de um alvo a partir de um nimero
muito reduzido do alvo, gerando milhares de cépias da sequéncia. Para esta técnica, sdo
necessarios primers (sequéncia de 18-25 nucledtidos de ADN que tem como funcéo
emparelhar o ADN), Taq polimerase (enzima que constroi a cadeia de ADN), tampao,
nucleotideos e acido nucleico de interesse (Jofre et al., 2011).

A técnica consiste em trés fases (Jonczyk et al., 2011):

e Desnaturagdo — geralmente ocorre a 94/95 °C para separagdo da dupla
cadeia de ADN;

e Annealing — Entre 50 a 65°C. Os primers marcam as extremidades da
sequéncia alvo. Numa reaccdo de PCR sdo incluidos dois primers, um para
cada cadeia simples de ADN que foi produzida durante o passo de
desnaturacao. O inicio da sequéncia de ADN alvo é marcada pelos primers
que se hibridam com a sequéncia complementar.

e Alongamento - Apds o annealing, a temperatura eleva-se a cerca de 72 °C
e a enzima Tag polimerase extende a cadeia de ADN. A extensdo inicia-
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se sempre no extremo 3’ do primer, criando uma cadeia dupla a partir de
a partir de cada uma das cadeias simples. A Taq polimerase sintetiza

exclusivamente na direc¢do 5’ para 3°.

Ciclo 1 Sequéncia alvo a amplificar
I I DNA
Desnaturagao
DNA (cadeia dupla
separada)
Annealing
" __am L Primers ligam-se ao DNA
Elongamento

‘ _f‘”_,’ Template DNA

Figura 11: Fases do PCR. Adaptado de Jonczyk et al. (2011).

Podemos destacar trés caracteristicas que podem ser utilizadas para avaliar a
qualidade das sequéncias resultantes de uma reacdo de PCR: especificidade, eficiéncia e
fidelidade. A especificidade é uma métrica para determinar se uma reacdo amplifica
apenas a area alvo e ndo outras partes da molécula, o que pode resultar na amplificacdo
de trechos indesejaveis. O primer empregado na reacdo, principalmente no concerne ao
tamanho, tem um grande impacto. A eficiéncia trata do volume do produto em proporcéo
ao tempo da reacdo do PCR. Se o produto amplificado for pequeno e os ciclos de PCR
forem adequadamente regulados, a eficiéncia pode ser alta (Duran et al., 2002).

A PCR tem uma variedade de aplicacdes em Biotecnologia e Ciéncias Forenses,
incluindo sequenciamento de genes e diagnéstico de doengas, bem como a identificacéo
de material genético presente em quantidades pequenas em amostras sob investigacdo. E
viavel detectar e identificar material genético de virus como HIV ou hepatite, por exemplo
(Duran et al., 2002; Jonczyk et al., 2011).
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Uma das técnicas que evoluiu do PCR convencional foi RT-gPCR, transcricéo
reversa seguida de PCR quantitativo. Nesta técnica, o material de partida usado é o RNA.
RNA é primeiro transcrito em DNA complementar (cDNA) pela enzima transcriptase
reversa. O cDNA é entdo usado como modelo para a reacdo qPCR (BMJ Best Practise,
2020).

Uma das principais limitacbes da RT-qgPCR, é sua incapacidade de diferenciar
entre virus infeciosos e ndo infeciosos. Varias abordagens para superar essa limitagao
foram avaliadas. Destes, o0s sistemas integrados baseados na dete¢cdo molecular de virus
apos a infeccdo em cultura de células sdo as técnicas mais promissoras ICC-PCR
(integrated cell culture-PCR) (Li et al., 2020). Outras alternativas, como um pré-
tratamento com protease e RNase, foram usadas com sucesso para diferenciar entre virus

infeciosos e ndo infeciosos (Chu et al., 2020).

5 METODOLOGIA

5.2 Amostragem e processamento de colheitas

As amostragem foram realizadas entre 22 de setembro de 2021 a 8 de marc¢o de
2022; mais especificamente 22/09, 21/10, 23/11, 14/12 no ano 2020 e 08/03 do 2021. O
programa de amostragem incluiu trés estacdes ambientais na Ria Formosa (llha de Faro,
Cais comercial de Faro e Cais de Olh&o) bem como afluentes e efluentes de trés Estacdes
de Tratamento de Aguas Residuais (Faro-Aeroporto, Olhdo e Vilamoura); onde foram
recolhidos 2L nas entradas e 5L nas saidas em todas as ETAR’s. Nas trés amostras
ambientais da Ria Formosa, Cais de Olh&o e Cais de Faro, foram recolhidos um volume
de 5L. As colheitas foram efectuadas sempre no mesmo ponto de recolha, tendo sido
idealizadas para detectar a presenca de SARS, nas amostras recolhidas, durante o surto
pandémico na regido do Algarve (Figura 12). As amostras depois de colhidas foram
transportadas até 24h, devidamente refrigeradas, para o Laboratério (IST) onde foram

processadas.
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Imagery date: 12/14/15-newer  Landsat / Copernicus Data SI0O, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO Inst. G

Figura 12. Ponto das colheitas nas esta¢cdes ambientais ao longo da Ria Formosa.

5.3 Quantificagao do numero de bactérias indicadoras de contaminacéo fecal (FIB)

em amostras de agua

Para a quantificacdo de FIB foi utilizado foi utilizado a técnica do Nimero Mais
Provavel (NMP; Colilert-18 e Enterolert) kits comerciais, validados para utilizacdo em
aguas. Estes testes consistem na técnica do substrato definido, onde o substrato definido
é utilizado como a Unica fonte de nutriente e apenas as bactérias com capacidade de
degradarem o mesmo € que se desenvolvem. O grupo dos coliformes possuem a enzima
B-D-galactosidade, que degrada o composto o-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo
(ONPG) presente no meio, dando origem a dois compostos diferentes, o B-D-
galactopiranosideo e o onitrofenol, que altera a cor do meio de incolor para amarelo
(Novel e Novel 1976). E. coli tem a capacidade de clivar o composto metilumbeliferil-f3-
glucoronideo (MUG), através da agdo da enzima -glucuronidase, resultando na formacéo
do produto fluorescente 4-metilumbeliferona, que é detetado por luz U.V apds incubacéo.
Finalmente, o numero de pocos que apresentaram mudanga para cor amarela e
fluorescéncia sob luz UV foram considerados positivos para E. coli enquanto que para
Enterococos intestinais, 0s pocos fluorescentes sob luz UV foram considerados positivos.
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No substrato indicado para a bactérias, foi adicionado 100mL de amostra directa
ou diluida (neste caso foi usado o Collilert-18 para a detec¢do de E. coli e o Enterolert
para IE). A amostra foi agitada até total dissolugdo do suplemento, colocada no Quanti -
Tray e selada. As amostras E. coli foram incubadas durante 18-22 h a 37.0 (+ 1.0) °C e
Enterococos intestinais a 41.0 (x 0.5) °C.

Os pocos positivos sdo contados e cruzados com a tabela de NMP (NUmero mais

provavel).

Figura 13. Quanti-Tray- Selado e pds incubagdo. Imagem do autor.

5.4 Deteccao de Colifagos Somaticos

O método utilizado para a segue a 1ISO 10705-2:2000. Este método consiste no
método de camada dupla. Baseia-se numa cultura do hospedeiro (E. coli) em meio de
cultura liquido Modified Scholtens’s Broth (MSB). Apds o seu crescimento, 0 mesmo foi
adicionado a amostra de agua, filtrada através de membranas com baixa afinidade por
proteinas. A esta suspensdo foi adicionado meio Modified Scholtens’ semi-solido que foi
vertido sobre uma placa de Petri ja com meio Modified Scholtens’ s6lido. Apos incubagao

a 36 (£ 2) °C durante 18 (+ 2) h, os halos de lise sédo contados.
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Figura 14. Método de camada dupla para deteccéo de colifagos somaticos. Imagem do autor.

5.5 Determinacédo de SARS-CoV-2

A quantificagéo e detegdo de SARS-CoV-2 foi efectuada em trés fases:
1 — concentragdo da amostra (5.51.);
2 —extraccdo de RNA das amostras concentradas;

3 — quantificacdo por RT-gPCR.

5.5.1 Concentracgdo de SARS-CoV-2 em aguas residuais e &guas ambientais

A concentragdo de SARS-CoV-2 a partir de &guas foi efectuada utilizando o
procedimento descrito por Calgua et al., 2008. Sucintamente, as amostras de aguas sao
acidificadas a pH 3.5, apds o qual se adiciona leite em p6 magro numa concentra¢do final
de 0.01%, previamente acidificado a pH 3.5. As amostras foram lentamente agitadas
durante 8h, ficando de repouso durante a noite. Apds este periodo, o sobrenadante foi
retirado lentamente até a um volume final de 500 mL, seguido de centrifugacdo a 7000
xg durante 30 min a 12 °C. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 0.2M de tampéo fosfato (pH 7.5). As amostras foram conservadas a -
80 (£ 10) °C até subsequente processamento.

5.5.2 Extraccdo de RNA das amostras concentradas

RNA foi extraido recorrendo a um kit comercial, Quick-RNA Fecal/Soil Microbe

Microprep kit (Zymo) de acordo com o procedimento do fabricante. Resumidamente, as
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células foram lisadas através de um sistema de esferas, seguida da eliminacdo DNA,
lavagem e eluigdo de RNA tudo efectuado atraves de um sistema de colunas. O volume
inicial utilizado foi de 220 uL com concentracdo do extraido num volume final de 50 uL.

As amostras extraidas foram conservadas a -80 (£ 10) °C até subsequente processamento.

5.5.3 RT-gPCR

A deteccdo e quantificacdo de SARS-CoV-2 foi efectuada recorrendo a técnica
RT-gPCR, utilizando um set de trés pares de primers e sondas descritas inicialmente por
Corman et al., 2020 (Tabela 1). A reaccdo de RT-qPCR foi efectuada utilizando o kit
AgPath-1D One-Step RT-PCR num volume reacional final de 25 uL, composto por 12.5
uL de RT-PCR buffer, 1 uL de 25X RT-PCR Enzyme Mix, 800 nM de cada primer, 200
nM de sonda, 5 uL de amostra (e suas dilui¢cdes) e o volume foi complementado a 25 uL
utilizando agua sem RNase e DNase. A reacdo de RT-gPCR foi realizada num
termociclador Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System com 0s seguintes
passos: 45 °C durante 10 min, 95 °C durante 10 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante
15 s e 58 °C durante 1 min. Diluigdes de 1/4 e de 1/10 foram analisadas em paralelo com
a respetiva amostra. Todas as rea¢oes de RT-gPCR contém uma recta de calibracdo para

cada gene e foi também acompanhada por um non-template control (NTC).

6 RESULTADOS

Todas as analises microbianas foram realizadas no LAIST em Lisboa no prazo de

24-48 horas ap0s a colheita da amostra.
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Figura 15- Escheria coli, Enterococcus (MPN por 100 mL), abundancia de colifagos somaticos
(Unidades Formadoras de Placas por 100 mL) e c6pias gendmicas SARS-CoV-2 (ug. L-1) em 5 datas de
amostragem (22/09, 21/10, 23/11 e 14/12 em 2020; 08/03 em 2021) em 3 esta¢Bes da Ria Formosa (lagoa
de Faro, porto/cais de Faro e porto/cais de Olhdo) e 3 ETAR (entrada e saida) em Vilamoura, aeroporto de
Faro e Olh&o . Retirado de (Galvéo et al., 2022).

Apesar da contaminacdo fecal relativamente elevada, determinada por
indicadores como E. coli, Enteroccocos e colifagos sométicos, 0 SARS-CoV-2 néo foi
detetado em aguas superficiais nas trés estagdes ambientais da Ria Formosa em todos 0s
5 datas de amostragem. Em &guas ambientais, ndo houve correlacdo entre E. coli e
Enteroccocos (Pearson r > 0,7, p > 0,1) ou entre E. coli e colifagos (Pearsonr < 0,5, p >
0,05). Enquanto em &guas residuais ndo tratadas, E. Coli e Enterocci foram fracamente
correlacionados (r = 0,6, p < 000,1), mas nenhuma correlacdo foi observada entre
bactérias fecais e colifagos.

O SARS-CoV-2 foi detetado em aguas residuais ndo tratadas, em varias datas,
nomeadamente ETAR Faro-Aeroporto 21/10/2020, 14/12/2020, 08/03/2021; ETAR de
Vilamoura 21/10/2020, 14/12/2020; e ETAR de Olhéo 14/12/2020. No entanto, o efluente
tratado (saida) permaneceu negativo. As concentragoes virais mais altos foram

observadas nas aguas residuais ndo tratadas da ETA de Faro-Aeroporto em 8 de mar¢o
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de 2021 (1,35 x 105 unidades gendmicas L-1), coincidindo com o pico de casos positivos
cumulativos de SARS-CoV-2 no Algarve (DGS, 2021, Galvéo et al., 2022).

O fato de as contagens de carga viral terem aumentado e diminuido em pontos
diferentes, sugere que acompanhar a pandemia por meio de analise das dguas de recreio
pode fornecer-nos informagGes mais detalhadas do que o numero total de casos.

Todas as aguas residuais tratadas foram negativas para SARS-CoV-2, assim como
as amostras nas trés estacbes ambientais na Ria Formosa. Isso mostra que oS
procedimentos de tratamento de aguas residuais empregados em Algarve sao eficazes na
eliminacdo de RNA de SARS-CoV-2.

Embora este estudo tenha sido limitado a 5 campanhas de amostragem com um
total de 15 amostras ambientais e 90 amostras de aguas residuais (tanto brutas quanto
tratadas), pode-se concluir que o potencial de contaminacdo do SARS-CoV-2
permaneceu muito baixo e talvez inexistente durante os picos de pandemia no sul de

Portugal.

7 DISCUSSAO

Este estudo teve como objectivo avaliar os niveis de contaminacdo fecal das aguas
residuais com indicadores de contaminacao fecal classicos (Escherichia coli [E. coli]) e
Enterococos intestinais [IE]) e a eficiéncia de remocdo nas estacdes de tratamento das
ETAR’s menos convencional (colifagos somaticos); bem como a possivel detec¢do ou
ndo de SARS-CoV-2.

A Ria Formosa € um sistema lagunar que apresenta uma grande diversidade e
complexidade a nivel estrutural, fornecendo servicos e beneficios significativos para toda
a regido. Nao obstante, a presenca de substancias perigosas tem constituido um motivo
de preocupacdo, dado que pode colocar em risco este sistema. Devido as atividades
economicas envolvidas na area, registou-se um aumento da producdo de residuos que
provocou pressdes recorrentes no interior deste sistema lagunar. Estes residuos chegam
através de diferentes vias: transporte atmosférico, descarga fluvial, escoamento agricola
e ferroviario, efluentes domésticos e industriais, efluentes de criacdo animal e aquicultura,
lixo marinho, etc. De referir que o sistema lagunar da Ria Formosa recebe a descarga de

efluentes de 28 estacBes de tratamento de aguas residuais domésticas e industriais
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(ETAR), das quais doze séao libertados diretamente para o interior deste sistema (Anibal
etal., 2021).

A Ria Formosa € uma lagoa mesotidal, e devido ao clima mediterranico arido e a
auséncia de entradas de agua doce significativas, a lagoa permanece hipersalina em
relacdo as aguas costeiras abertas ao longo do ano (> 37 ppt). Geralmente, coliformes
fecais e outras bactérias al6ctones derivadas da terra ndo sobrevivem por muito tempo na
agua do mar devido ao choque osmotico, regime oligotrofico e competicdo com bactérias
marinhas autdctones (Cheng et al., 2020). No entanto, a sobrevivéncia de virus
patogénicos humanos em A&guas naturais tem sido menos estudada e permanece
relativamente desconhecida.

Desde o seu aparecimento, a vigilancia da pandemia de COVID-19 tem sido
essencialmente realizada com base na epidemiologia clinica, dado que foi verificado que
individuos saudaveis podem ser infetados diretamente pela inalagdo e contacto com a
mucosa respiratoria/aerossois emitidos por individuos portadores do virus. N&o obstante,
as matrizes contaminadas, incluindo superficies, estruturas fixas, aparelhos médicos,
alimentos, bebidas, etc, também tém sido apontados como tendo um papel fundamental
nas rotas de transmissdo indireta do SARS-CoV-2. Ademais, a dete¢do de SARS-CoV-2
em aguas residuais como esgotos, por exemplo, tem levantado preocupacdes acerca da
transmissao fecal-oral e da infegdo através do sistema de ciclo urbano da &gua, sobretudo
onde as aguas residuais tratadas sdo utilizadas para consumo/utilizacdo propria (Jmii et
al., 2021).

A E. coli, por sua vez, faz parte das bactérias coliformes, um grupo de bactérias
que podem ser encontrados no solo, nas &guas naturais e residuais domésticas e no
intestino do homem e de outros animais de sangue guente. De ressalvar que estas bactérias
tém capacidade de sobreviver e se multiplicar na agua, apesar de serem facilmente
eliminadas da agua por tratamento através da maioria dos processos de desinfecéo
quimica (e.g.: cloro, diéxido de carbono, ozono, etc.) e fisica (UV, ultrafiltracdo e
filtracdo rapida). (APDA - Associagao Portuguesa de Distribuicdo e Drenagem de Aguas,
2012). De acordo com Candeias (2014), a pesquisa de bactérias coliformes constituem
um indicador global de higiene, uma vez que inclui bactérias que vivem no solo e em
aguas superficiais, as quais ndo sdo exclusivamente de origem fecal. Ndo obstante, a
presenca destas bactérias, apesar de ndo constituirem prova de contaminacdo fecal,

normalmente indicam deficiéncia no tratamento ou no manuseamento (Candeias, 2014).
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A transmissdo de infecOes provocadas por a bactéria E. coli ocorre,
principalmente, através do contacto direto com animais, com humanos e do consumo de
alimentos contaminados. Por outra parte, a 4gua de rega contaminada com esgotos
humanos e os animais e 0s operadores infetados podem igualmente representar vias de
contaminacdo de alimentos com E. coli (ASAE - Autoridade de Seguranca Alimentar e
Econdmica, n.d.).

Os Enteroccocos sdo cocos gram-positivos onipresentes encontrados na dgua, solo
e alimentos, fazendo parte da microbiota normal de humanos e de outros animais, onde
geralmente residem nos tratos digestivo e genital.(Gonzalez, 2010). Devido a sua
onipresencga nas fezes humanas e persisténcia no meio ambiente, 0os Enterococos foram
adotados como indicadores de poluigdo fecal humana na 4gua (Waideman et al., 2020).

Os colifagos sdo indicadores de contaminagdo da dgua com residuos e, devido a
sua maior persisténcia em relacdo as bactérias, sdo também indicadores da eficiéncia do
tratamento de sistemas de agua. (Veras, 2004).

O controlo da qualidade microbioldgica da agua implica andlises destinadas a
determinar a presenca de microorganismos patogénicos. A alternativa para realizar um
controlo confiavel, econémico e rapido da qualidade microbioldgica da agua é o uso de
indicadores de contaminagédo fecal. Entre os indicadores de contaminacdo fecal mais
utilizados estdo a E. coli e os Enteroccocos. As bactérias indicadoras permitem a
classificacdo sanitaria da agua para diferentes usos, a determinacdo de critérios para
padrdes de qualidade, a identificacdo de contaminantes, o controlo dos processos de
tratamento de &dgua e estudos epidemioldgicos, etc.(Larrea-Murrell et al., 2013).

Os dados do presente mostraram contaminagdo fecal relativamente elevada,
determinada por indicadores como E. coli, Enteroccocos e colifagos somaticos, nas trés
estacOes ambientais da Ria Formosa em todas as 5 datas de amostragem. Em aguas
ambientais, ndo houve correlagéo entre E. coli e Enteroccocos ou entre E. coli e colifagos.
Enguanto em &guas residuais ndo tratadas, E. Coli e Enterocci foram fracamente
correlacionados, mas nenhuma correlacdo foi observada entre bactérias fecais e colifagos.

Estes dados véo de encontro aos de outros estudos semelhantes. Por exemplo, no
estudo de Freire (2015) foi detetada a presenca de 4 E. coli em dois fontanarios, pocos e
minas do Norte de Portugal. Foi, assim, verificado que todos apresentavam elevada carga
microbiana, especialmente um dos fontanarios, dado que apresentaram quantidade de nao
coliformes >300 UFC/100 ml, sugestivo de contaminacdo ambiental (Freire, 2015).

Também no estudo de dos Santos (2010), que teve como objetivo analisar a qualidade
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microbiologica de sete linhas de 4gua existentes no concelho de Vila Franca de Xira, que
por sua vez afluem ao Rio Tejo e identificar fontes de contaminagéo fecal, os dados
mostraram que existia uma elevada variabilidade de E. coli no concelho apesar de n&o se
conseguir detectar as fontes de poluicdo organica (dos Santos, 2010). De igual forma, no
estudo de Colet et al. (2021), 85% das amostras de 40 pocos analisados apresentaram
resultados positivos para coliformes totais e 22,5% foram identificadas como E. coli. Os
dados desse estudo mostraram, ainda, que dos 8 antibidticos testados, apenas amoxicilina,
ampicilina e nitrofurantoina apresentaram 100% de inibi¢do do crescimento bacteriano
(Colet et al., 2021).

A presenga do SARS-CoV-2 nas 4guas residuais foi investigada, e os resultados
revelam alta prevaléncia de contaminagdo viral na entrada das ETARs da Ria Formosa.
Este sistema lagunar é constantemente afetadado por pressfes antrdpicas, o que leva a
degradacéo do estado ambiental e ecologico (Barcelo, 2020).

A prevaléncia de SARS-CoV-2 em amostras de afluentes de &guas residuais €
descrita em diversos trabalhos (Gregersen, 1978; Boehm & Soller, 2011; Mulani et al.,
2019; Bivins et al., 2020; Cabral, 2010; Sousa et al., 2015; Hunt, 2021). Desde o
aparecimento da pandemia de COVID-19, as aguas residuais tém sido investigados como
um meio de identificar a presenca de virus na comunidade, tanto na Unido Europeia como
fora dela. A vigilancia de aguas residuais contitui uma ferramenta acessivel e confiavel
para rastrear a presenca do virus, devendo ser utilizada em conjunto com as informacdes
recolhidas sobre a prevaléncia do virus de outras fontes, tais como testes de swab e
exames de sangue.(Martins et al., 2022). O SARS-CoV-2 foi detetado em varios paises,
sendo o primeiro a Holanda. Também foi encontrado na Australia, Estados Unidos,
Franca e Italia em aguas residuais brutas, tanto em areas de alta circulacdo do virus como
em éareas de baixa circulacdo. Contudo, foi verificado que a concentracdo detetada foi
superior nas agua nao tratadas (brutas) em comparacdo com a agua residuais tratadas
(Torrella, 2020).

Por outro lado, outros estudos ndo encontram a presenca do virus nestes locais.
Analise-se o0 estudo de Galvédo (2022) que teve como objetivo estimar a contaminagéo
potencial por aguas residuais e a persisténcia no ambiente marinho na Ria Formosa.
Como tal, foram realizadas cinco campanhas de amostragem (45 amostras na totalidade),
concluidas em 2020 e 2021 em trés estacOes da lagoa, bem como em entradas e saidas de

trés estacOes de tratamento de &guas residuais. Os resultados mostraram que, apesar da
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contaminacdo fecal ser relativamente elevada na lagoa, ndo foi detetado 0 SARS-CoV-2
nas aguas superficiais. (Galvao et al., 2022).

As concentraces virais mais elevadas observadas nas aguas residuais ndo tratadas
refletem o pico de prevaléncia de COVID-19 em Portugal, sobretudo em Faro no més de
mar¢o. A curva demonstra a deteccdo de SARS-CoV-2 antes do inicio do crescimento
exponencial da epidemia, o que corrobora com outros estudos realizados (Monteiro et al.
2022) e Waurtzer et al. 2020 em aguas residuais em Paris (Metzker & Caskey, 2009;
Monteiro et al., 2022). Esse aspecto também foi confirmado por Randazzo et al. (2020)
que observaram em estudo a circulacdo do SARS-CoV-2 em aguas residuais antes mesmo
que os primeiros casos fossem relatados pelas autoridades.

Em amostras de aguas tratadas, os resultados revelaram nenhuma deteccdo de
SARS-CoV-2, mostrando que os tratamentos de aguas residuais podem remover o0 SARS-
CoV-2 antes do lancamento em &guas ambientais, diminuindo assim o risco potencial
para a salde humana. De facto, a literatura indica que 0s processos de tratamento
padronizados sdo eficazes contra virus encapsulados, incluindo o SARS-CoV-2. Cada
etapa de tratamento no qual se combinam processos fisicos, biologicos e quimicos (e.g.:
diluicdo, luz solar, oxidacdo, aumento dos niveis de pH e atividade bioldgica), resulta
numa reducdo adicional do risco potencial de exposicao e acelera a diminui¢éo da carga
de patdgenos nas aguas (Organizacién Mundial de la Salud, 2020). Nao obstante, alguns
estudos, como o de Souza et al. (2022) mostraram que 0 SARS-CoV-2 ndo ¢ totalmente
eleminado ap0s o tratamento das aguas (de Sousa et al., 2022).

Os dados obtidos no presente estudo sdo congruentes com os de Hasan et al., 2020
em que ndo foi detectado nestas aguas a presenca de SARS-CoV-2 (Sousa et al., 2015).
Também no estudo de Rimoldi et al. (2020), os dados ndo mostraram nenhuma detecédo
do virus em aguas residuais tratadas. Contudo, as amostras de rios receptores (trés locais,
amostrados nas mesmas datas das aguas residuais) mostraram em alguns casos uma
positividade ao RT-PCR em tempo real, provavelmente devido a descargas néo tratadas,
ou tratadas de forma ineficiente, ou aos transbordamentos de esgoto combinados. N&o
obstante, também para os rios a infecciosidade foi nula (Rimoldi et al., 2020). De referir,
ainda, o estudo de Nasseri et al. (2021), que teve como objetivo de identificar a presenca
de RNA do SARS-CoV-2 em &guas residuais brutas e tratadas durante o surto de COVID-
19. Os dados ndo mostraram nenhuma detecdo de SARS-CoV-2 em nenhuma das

amostras — aguas tratadas e aguas nao tratadas(Nasseri et al., 2021).
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Embora a sobrevivéncia de virus patogénicos humanos tenha sido documentada
em zonas costeiras de baixa salinidade no passado (Winter, 2005), o SARS-CoV-2 parece
ndo ter capacidade de sobreviver (ou persistir) em areas costeiras, bem como em estacdes
de tratamento de agua.

A deteccdo e a quantificacdo de SARS-CoV-2 em afluentes de dguas residuais tem
0 potencial de tentar prever em antecipacdo como estd a evoluir a situacdo da
disseminacdo do virus na populagdo. Este estudo corrobora com os estudos elucidados
até entdo na qual previram que o aumento consideravel no ndmero de casos
diagnosticados de SARS-CoV-2 pode ser precedido por uma elevacéo da concentracédo
de SARS-CoV-2 em 4guas residuais (Metzker & Caskey, 2009).

8 CONCLUSOES

A presenca de microorganismos patogéneos (bactérias, virus, etc.) presentes nas
aguas residuais tém impacto nos humanos, animais e plantas. Nos humanos podem
provocar uma série de consequéncias negativas para a saude tais como gastroentrites,
fadiga, pneumonia, entre muitas outras. Assim, a epidemiologia baseada em aguas
residuais constitui uma ferramenta que pode contribuir grandemente para a detecao de
patogéneos, ajudando na tomada de decisbes, precedentemente aos surtos
epidemioldgicos. Perante o exposto, e de acordo com o mencionado por Duarte (2022), é
possivel aferir que as aguas residuais sdo extremamente importantes na criacdo de um
sistema de alerta prévio que permita antever um surto, ainda antes de este ser comunicado.

Da andlise da literatura foi possivel perceber que as espécies de bactérias
normalmente encontradas em aguas contaminadas sdo Enterococcus, Escherichia coli e
Enterobacter. Neste estudo, foram detetadas as duas primeiras. A bactéria E. coli faz parte
do grupo de bactérias coliformes fecais e é um importante indicador microbiolégico usado
em estudos da qualidade da agua. Os sintomas da infecdo por E. coli no ser humano
podem ir de leves (e.g.: cAlica abdominal, dirreia, vomitos, perda de apetite) até graves
(e.g.: infecdo abdominal, pneumonia, bacteremia, etc.). Os Enterococcos sdo, igualmente,
indicadores importante de contaminacgéo fecal, sendo as espécies E. faecalis e E. faecium
as mais comuns e virulentas para o ser humano. Os Enterococcus sdo capazes de
sobreviver a uma grande variedade de condicdes e ambientes e tém-se se tornado bastante

resistentes aos antibidticos. Além disso, a literatura mostrou que sdo mais resistentes as
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praticas de tratamento de aguas residuais. Os efeitos da contaminagdo por esta bactéria
no humano inclui doencas de pele, ouvidos, olhos e sistema respiratério.

Tal como acontece com as bacterias, a presenca de virus na agua representa um
risco a salde publica, sobretudo a presenca de virus entéricos, sendo estes considerados
patogéneos transmitidos pela d&gua. Assim, este tipo de virus encontram-se entre 0s mais
comuns e perigosos associados a infe¢Bes originadas na agua. Os seus efeitos na salde
humana incluem patologias digestivas, hepatites, conjuntivites, doengas crénicas, entre
outras. Cabe ressaltar que 0s virus entéricos possuem capsides robustas o que faz com
que se mantenham infecciosos durante um periodo de tempo maior, ainda que em
condigdes adversas.

Os colifagos sométicos constituem os melhores indicadores de poluicéo fecal. Por
conseguinte, sdo utilizados em sistemas aquaticos para avaliacdo de risco para virus
entéricos humanos.

No presente estudo, os dados mostraram concentragdes elevadas de contaminacéo
fecal determinada por indicadores como E. coli, Enteroccocos e colifagos somaticos.

No caso do SARS-COV-2, a presenca deste virus nas aguas constitui uma
preocupacdo. O seu estudo permite serve para entender melhor a sua propagacéo e qual o
papel que o ciclo urbano da agua pode ter na transmissao deste virus. Apesar de ndo haver
consenso a nivel empirico sobre transmisséo fecal-oral do virus entre humanos, acredita-
se que esse tipo de transmissdo possa ocorrer, ja que varios estudos revelaram a detecédo
do SARS-COV-2 em efluentes domésticos e em fezes de pacientes.

O SARS-CoV-2 foi detectado em vérios pontos de amostragem. Estes dados
podem trazer informagdes importantes para um maior levantamento da circulagédo de
SARS-CoV-2 na regido do Algarve.

Embora a contaminacdo fecal tenha sido detectada em todos os pontos de
amostragem, conforme determinado pelos trés indicadores testados neste estudo, o
SARS-CoV-2 néo foi detectado em aguas residuais tratadas e aguas marinhas, mostrando
que os tratamentos de &guas residuais podem remover o SARS-CoV-2 antes do
lancamento em &guas ambientais, diminuindo assim o risco potencial para a saude
humana.

As concentragdes virais mais altas foram observados nas aguas residuais ndo
tratadas de Faro-Aeroporto em 8 de marco de 2021 (1,35 x 105 unidades gendmicas L-

1), coincidindo com o pico de casos positivos cumulativos de SARS-CoV-2 no Algarve.
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N&o havia dados suficientes neste estudo para verificar correlacdes significativas entre as
variaveis.

No geral, este estudo mostrou o potencial de detectar o SARS-CoV-2 em &guas
residuais como uma ferramenta de alerta precoce e previsdo para a propagacéo da doenca;
de acordo com os resultados de outras monitorizacdes nacionais de aguas residuais
(Monteiro et al., 2022). Tal como referido por Girdn-Navarro et al. (2021), a
monitorizacao desse virus através da dgua € de extrema importancia, uma vez que pode
fornecer informacao sobre a prevaléncia e a distribuicdo da pandemia de COVID-19 em
diferentes comunidades, assim como potenciais dindmicas de infecdo para prevenir
futuros surtos da doenca.

Conclui-se, assim, que a avaliacdo microbioldgica da agua, uma vez que a
qualidada da mesma é uma questdo de salude publica e de seguranca para as pessoas, a

qual deve ser garantida.
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