Observagdes_ Boletim Epidemiolégico

C’ nstiuio_Nacional de Sadide
Doutor Ricardo Jorge

2021

nimero

*:(% & ‘;‘ €

_Detecao de virus entéricos por real-time RT-qPCR em aguas superficiais,
subterraneas, de consumo e aguas residuais
Real-time RT-qPCR detection of enteric viruses in superficial, underground, drinking waters and

wastewater sources

Pedro Teixeira, Filipa Costa Ferreira, Raquel Rodrigues, Elisabete Valério

elisabete.valerio@insa.min-saude.pt

Departamento de Saude Ambiental, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

A agua € essencial a vida, e por isso torna-se absolutamente necessa-
rio protegé-la e assegurar a sua disponibilidade e qualidade para os
diversos fins a que se destina. De uma perspetiva microbioldgica, a ava-
liacdo e monitorizacdo da qualidade da agua sdo usualmente efetuadas
recorrendo a bactérias indicadoras de contaminagao fecal (FIB) como
Escherichia coli ou Enterococcus spp., atuando como potenciais indica-
dores da presenca de agentes patogénicos. No entanto, a ocorréncia
destes indicadores nem sempre se correlaciona com a presencga de
agentes patogénicos. Por esta razéo, e considerando a importancia do
uso sustentavel dos recursos hidricos, as atuais normas e legislagao
necessitam de uma revisdo que garanta a salvaguarda da saude publica,
em particular no contexto de utilizagdo de agua residual tratada. Neste
estudo foi desenvolvida uma metodologia para a prepara¢do de amos-
tras e extragdo de RNA para a pesquisa e quantificacdo de virus enté-
ricos - norovirus (NoV) genogrupos | (Gl) e Il (Gll) e virus da Hepatite
A, através de RT-PCR quantitativo em tempo real, além de terem sido
avaliados alguns dos tradicionais indicadores microbiolégicos. Foram
colhidas e analisadas amostras de agua naturais (superficiais e subter-
raneas) e de consumo; e aguas residuais em trés fases distintas de
tratamento - afluente bruto nédo tratado, efluente com tratamento secun-
déario por lamas ativadas e efluente sujeito a tratamento terciario por fil-
trag@o com areias e exposi¢do a radiagao ultravioleta (UV). O trabalho
desenvolvido permitiu detetar e quantificar os virus entéricos em estudo
e ainda demonstrar que a auséncia de FIB ndo implica a auséncia de
microrganismos patogénicos, nomeadamente NoV Gl e Gll em aguas
residuais sujeitas a tratamento terciario nas ETAR. Os resultados obti-
dos indicam assim que podem persistir riscos para a saude publica na
utilizagao de aguas residuais tratadas, mesmo com tratamento terciério
como a utilizagao de UV.

_Abstract

Water is essential for life. It is therefore mandatory to protect it and
to ensure its availability and quality for its different purposes. From a
microbiological perspective, water quality assessment and monitoring
are usually carried out using fecal contamination indicator bacteria
(FIB) such as Escherichia coli or Enterococcus spp., acting as indica-
tors for pathogen presence. However, the occurrence of these indica-
tors is not always correlated with the presence of pathogens. For this
reason and considering the importance of the sustainable use of water
resources, current norms and legislation need to be revised to ensure

the safeguard of public health, particularly in the context of the use
of treated wastewater. In this study, a methodology was developed for
sample preparation and RNA extraction for the search and quantifica-
tion of enteric viruses - Norovirus (NoV) genogroups | (Gl) and Il (Gl)
and Hepatitis A virus, using real-time quantitative RT-PCR, in addition
to evaluating some of the traditional microbiological indicators. Sam-
ples of natural and drinking waters were collected and analyzed; and
also, wastewater at three different treatment stages - raw untreated
influent, effluent with secondary treatment by activated sludge and
effluent subjected to tertiary treatment by sand filtration and ultravio-
let radiation (UV) exposure. The work developed allowed to detect and
quantify the enteric viruses under study and to demonstrate that the
absence of FIB does not imply the absence of pathogenic microorgan-
isms, namely NoV Gl and Gl in wastewater subjected to tertiary treat-
ment in the WWTP. The results obtained thus indicate that risks to
public health may persist with the use of treated wastewater, even with
tertiary treatment such as the use of UV.

_Introducéo

A presenca de microrganismos patogénicos nas aguas
ambientais pode ter origem, por exemplo, em esgotos sem
qualquer tipo de tratamento ou resultar de um tratamento
ineficiente das aguas residuais antes da sua libertacao no
ambiente, o que pode condicionar a qualidade da agua e
afetar a salde publica.

Hoje em dia, a disponibilidade de agua, quer em quantidade
quer em qualidade, encontra-se ameacada. Existe atualmente
uma preocupacado crescente com a necessidade de utilizar
aguas residuais tratadas para usos ndo potaveis, como parte
da solugao para a crise global de escassez de agua. Uma
gestao eficiente e sustentavel dos recursos hidricos permite,
portanto, que seja utilizada agua residual tratada (ART) para
usos nao potaveis, tais como rega de jardins, assim como
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lavagem de ruas ou contentores do lixo, 0s quais representam
uma parte significativa do consumo de agua nas cidades.
Neste contexto, as atuais normas e legislagao requerem uma
revisdo urgente para garantir a seguranga desta agua tratada
a ser reutilizada. Contudo, para que as normas e legislagao
possam ser alteradas, é necesséario criar evidéncias de
quais as alteracdes que necessitam de ser incluidas, nomea-
damente quais 0s indicadores de qualidade que devem ser
contemplados de forma a assegurar a salvaguarda da saude
publica.

As estacdes de tratamento de aguas residuais (ETAR) redu-
zem a concentragdo dos microrganismos, mas podem nao
os eliminar completamente. Considerando que a concentra-
cao remanescente de microrganismos depende do nivel de
tratamento do efluente (1), uma selecéo apropriada do pro-
cesso de desinfegd@o para um sistema de irrigagao especi-
fico deve, portanto, ser tida em consideracao.

No entanto, deve-se ter em mente que monitorizar todos 0s
agentes patogénicos possivelmente presentes na agua nao é
uma opcao tecnologicamente vidvel para além de ser muito
dispendiosa (2). Dado que ndo é exequivel analisar todos os
possiveis contaminantes das aguas, recorre-se a utilizagéao

Figura 1:
de 4gua residual tratada (ART).
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de organismos indicadores como substitutos de agentes
patogénicos em testes de rotina de aguas de consumo, de
recreio e ambientais, para a protecdo da saude publica. As
bactérias indicadoras habitualmente usadas para estes fins
sd0 a Escherichia coli e Enterococcus, mas que nem sempre
se correlacionam com a presenca de agentes patogénicos
(ver referéncias em (2)), em particular de virus entéricos (3)
uma vez que estes sdo mais resistentes a desinfecéo (http://
www.cdc.gov/safewater/effectiveness-on-pathogens.html)
e, portanto, mais persistentes no meio ambiente.

Os virus entéricos sao excretados na urina e nas fezes dos
hospedeiros. Estes sdo encontrados com frequéncia no
ambiente, sendo responsaveis por um elevado nimero de
gastroenterites em todo o mundo. Nas aguas, 0s virus mais
comuns sao: norovirus (NoV), enterovirus, rotavirus, virus
da hepatite A (HepA), virus da hepatite E (HepE), adenovi-
rus e poliomavirus.

As ETAR sdo importantes para reduzir a transmissdo de NoV,
HepA, HepE e outros virus entéricos no ambiente fora do
hospedeiro e para prevenir novos ciclos de infegdo humana
(figura 1). Uma vez que muitos desses virus tém uma alta re-
sisténcia aos processos de tratamento (4), é de extrema im-

Esquema representativo das varias fases de tratamento das aguas residuais para a producéo
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Nota: O tratamento tercidrio ngo é, em muitos casos, usado para fazer a desinfecdo para descarregar em meio recetor.
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portancia avaliar a eficacia dos tratamentos de aguas residu-
ais na sua remocao, principalmente para fins de utilizacéo de
ART. Até 0 momento, ndo existem muitos estudos sobre as
concentracdes dos virus NoV, HepA e HepE em todo o siste-
ma de aguas residuais apds cada tratamento, particularmen-
te em &guas residuais tratadas com tratamento terciario (2).

_Objetivo

Neste trabalho pretendeu-se avaliar a presenca de virus
entéricos (NoV Gl e Gll e virus da HepA), em véarias matrizes
de aguas naturais, aguas de consumo e ao longo das varias
fases de tratamento duma ETAR, usando a metodologia de
real-time reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR),
de modo a detetar e quantificar estes virus entéricos.

_Métodos

Foi estruturado um plano de trabalho que incluiu a colheita
e analise de amostras de agua de consumo, superficiais e
subterraneas; e aguas residuais em trés fases diferentes de
tratamento - afluente bruto ndo tratado, efluente com trata-
mento secundario por lamas ativadas e efluente sujeito a
tratamento terciario por filtracdo com areias e exposicao a
radiagao ultravioleta (UV). Foi desenvolvida uma metodolo-
gia para a preparacdo de amostras e extracdo de RNA para
a pesquisa e quantificacao de virus entéricos — NoV Gl e Gl
e virus da HepA, através de RT-PCR quantitativo em tempo
real (RT-gPCR), baseado na Norma ISO 15216-2:2019 -
Método horizontal para a detecédo de Virus da Hepatite A e
Norovirus em alimentos pela técnica de RT-PCR em tempo
real (5), Esta metodologia indica se estes virus se encon-
tram ou nédo presentes na agua e se os tratamentos atual-
mente utilizados nas ETAR sao eficientes, garantindo assim
que as aguas residuais tratadas se encontram isentas des-
tes agentes patogénicos.

As aguas sao muitas vezes matrizes complexas em que 0s
virus pesquisados podem estar presentes em baixas concen-
tracoes, pelo que a detegdo dos virus entéricos em amos-
tras de aguas requer a prévia concentragdo dos virus presen-

21

tes nas amostras. O método desenvolvido é também aplica-
vel a outras matrizes de &gua, nomeadamente minerais, de
nascente engarrafadas, aguas balneares salinas ou 4guas de
processo.

Adicionalmente, foram ainda determinados diversos parame-
tros microbioldgicos - coliformes totais, coliformes fecais,
Escherichia coli e enterococos.

_Resultados

Os resultados obtidos demonstraram que o virus da HepA
foi detetado apenas numa amostra de afluente bruto (néo
tratado) de aguas residuais domésticas, ao contrério dos
NoV (GI/Gll) que foram detetados em afluente bruto
(100/100%), efluente com tratamento secundario (47/73%)
e terciario (33/20%), apesar das concentracdes significati-
vamente reduzidas, ou até auséncia aparente de bactérias
indicadoras de contaminacédo fecal (FIB) detetadas nas
aguas residuais com tratamento terciario (tabela 1).

Foram ainda analisadas as correlagdes entre os parametros
microbioldgicos em cada fase de tratamento, sendo que a
Unica correlagao positiva entre FIB e virus entéricos foi iden-
tificada no afluente bruto, ndo tratado, entre NoV Gl e colifor-
mes fecais.

Relativamente a 4guas de consumo, subterrénea e super-
ficial, ndo foi detetada a presenca de virus entéricos em
nenhuma das amostras, apesar de, em alguns casos, ter
sido detetada a presenca de outros indicadores microbiol6-
gicos de contaminagdo. A relacao entre a presenca de FIB
e 0s virus entéricos em estudo nao demostra, deste modo,
resultados coerentes em aguas residuais, por 0posi¢cao aos
resultados para aguas “limpas”, i.e., de consumo subterra-
neas e superficiais, em que a auséncia de FIB coincide com
a auséncia de virus entéricos.
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Tabela 1:

Resultados microbiolégicos (mediana) obtidos para afluente bruto nédo tratado (WW1),

efluente com tratamento secundério (WW2) e com tratamento terciario por filtracdo com

areias e UV (WW3).

Ww1

(n=15)
Coliformes totais (NMP /100 mL) 7.70E+07
E. coli (NMP /100 mL) 1.66E+07
Coliformes fecais (NMP /100 mL) 1.19E+07
Enterococos (NMP/100 mL) 3.99E+06
NoV GI (CG /100 mL) 6.67E+07
NoV GlII (CG /100 mL) 4.86E+07
HepA (CG /100 mL) 3.99E+06

# Teste nao parameétrico de Kruskall-Walis;

Ww2 WW3 Comparacoes

(n=15) (n=15) P interpares **
9.80E+04 <LD <0.001 a,b,c
2.14E+04 <LD <0.001 a,b,c
1.68E+04 <LD <0.001 a,b,c
8.80E+03 <LD <0.001 a,b,c
8.34E+06 8.81E+05 <0.001 a,b,c
2.29E+06 9.69E+05 <0.001 a,b
ND ND NA NA

Comparacoes multiplas com correcao de Bonferroni.

a = diferenca estatisticamente significativa entre WW1 e WW2; b = diferenca estatisticamente significativa entre WW1 e WW3; ¢ = diferenca

estatisticamente significativa entre WW2 e WW3; NMP = nimero mais provavel; (G = copias genomicas; ND = nao detetado; N =numero total

de amostras analisadas; LD (limite de detecao) = 1 MPN/mL; NA = ndo aplicavel.

Adaptado de Teixeira et al., 2020 (3).

_Conclusdes

O trabalho desenvolvido permitiu demonstrar que a ausén-
cia de bactérias indicadoras de contaminagao fecal (FIB)
nao implica a auséncia de microrganismos patogénicos,
nomeadamente NoV Gl e Gll em aguas residuais sujeitas a
tratamento terciério nas estacoes de tratamento de aguas
residuais (ETAR).

Os resultados obtidos indicam, assim, que podem persistir
riscos para a saude publica na utilizagao de aguas residuais
tratadas, mesmo com tratamento terciario como a utilizagao
de radiacao ultravioleta (UV).

Além disso, foi constatado que a relagdo entre a presenca
de FIB e virus entéricos ndo demostra resultados coeren-
tes em aguas residuais por comparacao a aguas “limpas’,
i.e., de consumo, subterraneas e superficiais. Estudos adi-
cionais sdo necessarios, que incluam um maior nimero de
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amostras, outras ETAR e, sobretudo, que confirmem se 0s
virus encontrados se mantém infeciosos apds os tratamen-
tos a que estas aguas sao sujeitas nas ETAR, de modo a
adaptar as atuais normas e legislacdo aplicaveis a utiliza-
cao de agua residual tratada (ART).

Perspetivas futuras

A demanda de agua para usos ndo potaveis como rega de
jardins ou agricultura, assim como lavagem de ruas ou con-
tentores do lixo tem aumentado cada vez mais. Uma vez
que um dos efeitos das alteragdes climaticas sao periodos
de seca mais alargados, existe atualmente uma preocupa-
cao crescente com a necessidade de utilizar aguas residu-
ais tratadas para dar resposta a estas necessidades. Como
tal, e considerando os resultados do presente estudo, a
pesquisa de virus entéricos - particularmente os mais infe-
ciosos e ambientalmente resistentes como os NoV - deve
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ser incluida na monitorizacdo e avaliagao da qualidade da
agua, em particular no contexto de utilizacao de ART.

O Laboratério de Microbiologia de Aguas do Instituto Nacio-
nal de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) contribui para a
qualidade da agua de vérias formas, através de investigacao
aplicada e prestagao de servicos acreditados de monitoriza-
cdo da qualidade da &gua nas suas diversas utilizacoes. A
pesquisa dos virus entéricos aqui abordados (virus da hepa-
tite A, norovirus Gl e Gll) fazem ja parte dos servigos dispo-
niveis a comunidade.
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