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RESUMO

A Baia de Vitéria no Espirito Santo recebe continuo descarte de esgoto sem
tratamento. A populacdo local faz uso constante do ambiente aquatico para
recreacao e atividades pesqueiras. Nessa regido, surtos de gastroenterite tém sido
frequentemente registrados, possivelmente, em virtude dos hébitos higiénico-
sanitdrios ndo adequados e da estreita relacdo da populacdo com a agua
contaminada. Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar o fluxo de virus
entéricos das aguas superficiais da Baia de Vitéria para a populacédo infantil da
regido. As amostras de aguas superficiais (n=48) foram coletadas no periodo de
setembro de 2011 a agosto de 2012. Foram avaliados os parametros fisico-quimicos
(temperatura, pH, salinidade, condutividade e turbidez) e microbiolégicos (coliformes
termotolerantes, Enterococci e virus entéricos — rotavirus A, norovirus Gll e
adenovirus humano) da agua. As amostras de fezes de criancas com gastroenterite
(n=134) foram coletadas em duas Unidades de Saude, no mesmo periodo das
coletas de agua. A deteccdo de virus foi realizada por amplificagdo génica. Em
seguida, os acidos nucleicos dos virus detectados nas amostras de agua e fezes
foram sequenciados para a realizagdo de analises filogenéticas. As analises fisico-
guimicas da agua indicaram que os resultados de oxigénio dissolvido estiveram em
desconformidade com a resolugado CONAMA n° 357, de 2005. Os dados das
analises microbioloégicas da agua mostraram concentragbes de Enterococci e
coliformes termotolerantes variando entre 1,9 x 10" a 3,9 x 10° UFC 100 mL™" e 1,2 x
10% a 6,5 x 10® UFC 100 mL™, respectivamente. Os trés virus foram detectados em
praticamente todo o monitoramento (34/48; 70,8%). A concentracdo de virus na
agua variou entre 1,6 x 10° - 1,5 x 10* cépias genémicas 100 mL™. O contato direto
da populacdo com a agua contaminada pode explicar a alta prevaléncia dos virus
entéricos encontrados na populacéo infantil (93,3; 1C95% 87,7 - 96,4). As analises
dos genomas virais revelaram a formacao de grupos filogenéticos contendo os virus
detectados na 4gua e na populagéo, indicando uma co-circulagdo desses patdgenos
nas duas matrizes. Em conclusédo, o monitoramento forneceu informacdes valiosas
para futuros projetos de saude publica com objetivos de reduzir os coeficientes de

morbidade e mortalidade infantil, decorrentes de doencas diarreicas.

Palavras-chave: rotavirus; norovirus; adenovirus; aguas superficiais; gastroenterite.



ABSTRACT

The Vitoria Bay has an extensive mangrove receiving continuous sewage discharge.
The local population does use this environment for recreational and fishing purposes.
Outbreaks of gastroenteritis have been frequently recorded in this region, possibly
due to the lack of hygienic and sanitary behaviors and the close relationship between
the population and the contaminated water. Thus, the present study aimed to
evaluate the flow of enteric viruses from surface waters of Vitoria Bay to the child
population of the region. Samples of surface waters (n=48) were collected from
September 2011 to August 2012. Physico-chemical parameters (temperature, pH,
salinity, conductivity and turbidity) and microbiological (thermotolerant coliforms,
Enterococci and enteric viruses) of water were evaluated. Stool samples from
children with gastroenteritis (n=134) were collected from two Health Units, in the
same period of water samples collection. The detection of enteric viruses (rotavirus,
norovirus GIll and adenovirus) was performed by PCR. The viral nucleic acids
detected were sequenced for phylogenetic analysis. The physico-chemical analysis
of the water indicated that the dissolved oxygen measurements were in
disagreement with the CONAMA Resolution n ° 357, 2005. The data of the
microbiological analysis of the water showed average concentrations of Enterococci
and thermotolerant coliforms ranging from 1.9 x 10" to 3.9 x 10® CFU 100 mL™ and
1.2 x 10% to 6.5 x 10° CFU 100 mL™, respectively. The three enteric viruses were
detected in almost all the monitoring period (34/48, 70.8%). The average
concentration these viruses in the water ranged from 1.6 x 10° - 1.5 x 10* genomic
copies of 100 mL™. The close relationship of the population of this region with
contaminated water may explain the high prevalence of enteric viruses found in the
pediatric population (93.3, 95% CI 87.7 to 96.4). The analysis of viral genomes
demonstrated the formation of phylogenetic groups containing enteric viruses
detected in water and in the population, indicating a co-circulation of these pathogens
in the two matrices. In conclusion, the monitoring provided important data for future
studies of public health to reduce morbidity rates and child mortality due to diarrheal

diseases.

Keywords: rotavirus; norovirus; adenovirus; surface water; gastroenteritis.
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AdV — adenovirus

AV — astrovirus

cDNA — DNA complementar

cm — centimetro

CONAMA — Conselho Nacional do Meio Ambiente

CT — Ciclo do limiar de detecgéo, do inglés “Cycle Threshold”

CV — coxsackievirus

DNA — acido desoxirribonucleico, do inglés “deoxyribonucleic acid”
dsDNA — DNA fita dupla, do inglés “double strand DNA”

dsRNA — RNA dupla fita, do inglés “double strand RNA”

E. coli — Escherichia coli

ES — Espirito Santo

ETSUS — Escola Técnica e Formacao Profissional de Saude

EV — echovirus

G — genogrupo

g — forga da gravidade

HAdV - adenovirus humano

HAV — virus da hepatite A

HEV - virus da hepatite E

IC 95% — intervalo de confianga 95%

ICTV — Comité Internacional de Taxonomia Viral, do inglés “International on
Taxonomy of Viruses”

ITR — repeticbes terminais invertidas, do inglés “Inverted Terminal
Repetitions”

Km — quilémetro

km?— quildmetro quadrado

L —litro
LABSAN — Laboratério de Saneamento
m — metro

MF — método da membrana filtrante

mL — mililitro

mM — milimolar

mm — milimetro

MS — Ministério da Saude

N — normalidade

nm — nanémetro

NoV — norovirus

NoVGII — norovirus genogrupo I

nt — nucleotideo

OD - oxigénio dissolvido

OR -razéao de chances, do inglés “odds ratio”

ORF - regiéo aberta de leitura, do inglés “open read frame”
pb — pares de base

PCR - reagao em cadeia da polimerase, do inglés “polimerase chain
reaction”

pH — potencial hidrogenidnico



PMV - Prefeitura Municipal de Vitéria

PV — poliovirus

gPCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa
RNA — acido ribonucleico, do inglés “ribonucleic acid”
rpm — rotagdes por minuto

RT — transcrigao reversa, do inglés “reverse transcription”
RV — rotavirus

RVA - rotavirus grupo A

SAV - saporovirus

SEMUS - Secretaria Municipal de Saude

SSRNA — RNA fita simples, do inglés “single strand RNA”
SUS — Sistema Unico de Sautde

UFES - Universidade Federal do Espirito Santo

USEPA - Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, do inglés
“United States Environmental Protection Agency”

VMP - valor maximo permitido

(-) — polaridade negativa

(+) — polaridade positiva

pm — micrémetro

°C — grau Celsius
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1 INTRODUCAO

A agua contaminada por esgoto sanitario € uma das principais fontes de
contaminacgao por virus entéricos e os surtos de gastroenterite sdo frequentemente
associados a eles. Esses patdgenos podem permanecer infecciosos por varios
meses na agua, resistindo a condi¢cdes adversas, mantendo-se integros até mesmo

apds tratamento de esgoto.

Os virus sao considerados importantes contaminantes das aguas superficiais,
embora ainda ndo estejam contemplados na legislacdo brasileira que avalia a
exposicdo humana as &guas superficiais com fins recreativos. Pesquisas tém
contribuido com informacdes importantes para a elaboragédo e a ado¢do de medidas
preventivas, a fim de minimizar o risco de surtos de gastroenterite, transmitida por

veiculacéo hidrica associada a agentes virais.

A Baia de Vitoria, no Espirito Santo, possui um extenso estuario, que recebe
descarte de esgoto proveniente de estacdes de tratamento e da populacao local.
Pesquisas recentes, que avaliaram a qualidade das aguas superficiais, sedimentos e
moluscos da regido, mostraram elevadas concentra¢des de bactérias indicadoras de
poluicdo fecal e a presenca de virus entéricos (JESUS, et al., 2004; KELLER, et al.,
2013). A regido de Séo Pedro, no entorno da Baia de Vitéria, € composta por uma
populacdo de baixa renda, que faz uso constante das aguas superficiais da baia
para fins recreativos e atividades pesqueiras. Nas Unidades de Saude de Vitoria,
podem ser observadas altas prevaléncias de criangas com gastroenterite (37.376,89
casos nos ultimos 4 anos), provavelmente em virtude dos habitos higiénico-
sanitarios ndo adequados e a estreita relacdo com o ambiente aquatico contaminado
(Ministério da Saude, 2014).

O impacto ambiental causado pelo descarte inadequado de esgoto em ambientes
aguaticos tem sido reportado por varios pesquisadores; contudo, pouca atencao tem
sido dada as consequéncias dessas contaminacfes sobre a saude da populacao.
Dessa forma, essa investigacdo cientifica teve por objetivo fornecer dados
epidemiologicos a serem utilizados por gestores da saude e do meio ambiente, com

a finalidade melhorar as condi¢des de saude das populagbes humanas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a disseminacdo ambiental e prevaléncia de virus entéricos em casos de

gastroenterite aguda na populacéo infantil da regido de Sao Pedro, Vitoria, ES.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar os parametros fisico-quimicos e microbiologicos de qualidade das aguas

superficiais em quatro sitios da Baia de Vitoria, ES;

- Determinar a prevaléncia dos seguintes virus entéricos humanos: rotavirus A,
norovirus genogrupo Il e adenovirus humano, nas amostras de aguas superficiais e
em amostras de fezes de criangas com gastroenterite aguda, utilizando ensaios

moleculares para deteccado e quantificacdo do acido nucleico viral;

- Verificar a presenca de homologias filogenéticas entre o0s virus entéricos
detectados nas aguas superficiais e nas fezes das criangcas, com base nas

sequéncias dos genomas virais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Poluicdo aquética, saude e padrdes de qualidade da agua

A &gua € um recurso considerado essencial para garantir o desenvolvimento
sustentavel. Quando em boa qualidade, passa a ser um bem disponibilizado a
bilhGes de seres vivos, que a utilizam para os mais diversos fins. Em contrapartida,
guando disponivel em baixa qualidade, torna-se um potencial veiculo para diversas
doencas, por conter patdgenos que podem proporcionar severos danos a saude da
populacdo (GALDEAN, et al., 2000; PALACIO, et al., 2009).

A poluicdo dos ecossistemas aquaticos tem se tornado um problema ambiental cada
vez mais frequente, em virtude principalmente da ocupacdo humana desestruturada
gue tem como consequéncia direta, tem-se o descarte de esgoto sanitario sem

tratamento adequado em rios, praias, baias e manguezais (RUFINO, 2002).

No Brasil, a preocupacdo com a qualidade da &gua, por parte do governo e da
iniciativa privada, € relativamente recente. No estado do Espirito Santo ainda esta
em fase de formacdo dos comités das bacias hidrograficas, no qual cada bacia
recebera gestdo direta e individual de seu comité organizador (MACHADO, et al.,
2009). E imprescindivel que a &agua a ser disponibilizada para a populacéo
apresente condicdes de qualidade fisico-quimica e microbioldgica adequada,
estando isenta de substancias e microrganismos que possam causar efeitos

prejudiciais a saude dos organismos (BRAGA, et al., 2003).

Para avaliagdo da qualidade de um corpo d’agua, as caracteristicas mensuradas
podem ser fisicas, quimicas ou bioldgicas, considerando: cor, turbidez, sabor, odor,
temperatura, salinidade, condutividade, pH, dureza, cloretos, nitrogénio, fosforo,
oxigénio dissolvido, matéria organica, micropoluentes organicos e inorganicos,

bactérias, insetos aquaticos, virus, entre outros (ODUM, 2001).

A associacao de parametros fisico-quimicos as variaveis microbiologicas presentes
nos ecossistemas pode servir de diagnostico para inferir sobre a qualidade de um

determinado ambiente. As espécies sdo adaptadas a viver em gradientes
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especificos dos parédmetros fisico-quimicos, ocupando apenas um espaco fisico
determinado no ambiente (ODUM, 2001; RICKLEFS, 1996). Os ecossistemas
aguaticos vém sendo constantemente impactados, afetando diretamente a saude
das populagbes (PEREIRA; FREIRE, 2005). Sabe-se que alteracées na qualidade
da agua reduzem significativamente a biodiversidade, abundancia e equitabilidade
das espécies, como consequéncia da desestruturacdo do meio ambiente. E relatado
gue o uso de bioindicadores permite uma avaliacdo detalhada dos efeitos ecolégicos

causados por multiplas fontes de poluicdo (PIEDRAS, et al., 2006).

O desenvolvimento urbano e industrial € necesséario e produtivo economicamente.
Entretanto, tal avanco traz consigo inUmeras consequéncias ambientais
desarmoénicas, e 0s ecossistemas tém sido impactados de maneira a alarmar os
gestores de saude e de meio ambiente (STEWART, 2000).

Conservar a agua é fundamental para assegurar o desenvolvimento sustentavel de
todas as espécies. Muitas vezes, dejetos sdo lancados indiscriminadamente no
corpo d’agua, contaminando os manguezais, recifes de corais, peixes, frutos do mar
e 0s demais usuarios desses recursos (HENRICKSON, et al., 2001; ARNONE;
WALLING, 2007).

O uso da agua contaminada pelo homem pode resultar em enfermidades
decorrentes da exposicdo aos patdgenos ali presentes. Individuos que utilizam
aguas recreacionais com baixa qualidade microbiolégica sdo mais susceptiveis a
contrair enfermidades. A forma mais usual para verificar a qualidade sanitaria em

corpos d’agua é utilizar microrganismos bioindicadores (BOTTING, et al., 2010).

As doencas veiculadas por meio da 4gua podem ser adquiridas principalmente apos
a ingestdo de agua ou alimentos contaminados, incluindo os peixes e moluscos
bivalves comestiveis de ambientes marinhos e os frutos e vegetais cultivados em
solos irrigados com aguas de esgoto. Os microrganismos patogénicos também
podem ser transmitidos através de dguas de recreacao poluidas, apds contato direto
por meio da pele ou por ingestdo (WYN-JONES; SELLWOOD, 2001). No Quadro 1,
sdo apresentadas algumas doencas e microrganismos relacionados as aguas de

CONSUMO e recreacionais.
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Quadro 1. Doencas e microrganismos patogénicos veiculados por &aguas de

consumo e recreacionais (FUNASA, 2007, modificado).

Doenca Agente etiologico
Giardiase Giardia lamblia;
Amebiase Entamoeba histolytica;
Hepatite infecciosa Virus da hepatite A e E;

Balantidium coli, Cryptosporidium, Baccilus cereus, S.
aureus, Campylobacter, E. coli enterotoxogénica,
Gastroenterite aguda enteropatogénica e enterohemolitica, Shigella, Yersinia

enterocolitica, Astrovirus, Adenovirus, Calicivirus, Rotavirus

Ae B;
Salmonelose Salmonella typhimurium, S. enteritides;
Tricuriase Trichuris trichiura;
Enterobiase Enterobius vermiculares;
Ancilostomiase Ancylostoma duodenale;
Ascaridiase Ascaris lumbricoides;

A Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA-United States
Environmental Protection Agency) recomenda usar Escherichia coli e Enterococci
para avaliar a qualidade da agua doce e salina, respectivamente (USEPA, 2011). No
Brasil, a qualidade microbiolégica da agua de consumo humano € de
responsabilidade do Ministério da Saude (MS), tendo como principal ferramenta a
Portaria n° 518, de 2004, atualizada pela Portaria n°® 2.914, de 2011, que estabelece
0s procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da qualidade
da agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade (BRASIL, 2004;
BRASIL, 2011a). Ambientalmente, duas resolu¢cbes do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) foram criadas para garantir a saude e o bem-estar humano. A
resolucdo n° 357, de 2005, e sua complementacao e atualizacdo n° 430, de 2011,
dispdem sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enguadramento, bem como estabelecem as condi¢cbes e padrdes de lancamento de
efluentes (BRASIL, 2005; BRASIL, 2011b). J& a resolucdo n°® 274, de 2000, faz
mencao aos hiveis estabelecidos para a balneabilidade, de forma a assegurar as
condicbes necessarias a recreacdo de contato primario (BRASIL, 2000). As
regulamentacgfes citadas acima possuem valores méaximos permitidos (VMP) para

coliformes termotolerantes. De acordo com a resolugcdo ambiental, pode-se utilizar a
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Escherichia coli em substituicAo ao parametro coliforme termotolerante, seguindo
limites estabelecidos pelo 6rgdo competente. A portaria do MS supracitada somente
recomenda que virus entéricos sejam monitorados, porém nao define parametros
aplicaveis a esses patogenos; ja as resolu¢ées do CONAMA néo citam os virus em
suas regulamentacdes (LUZ, et al., 2012).

Segundo a Resolucédo n° 274, de 2000, a agua doce é aquela com salinidade igual
ou inferior a 0,50°,,; Agua salobra possui salinidade entre 0,50%,, € 30%; € salina
tem salinidade igual ou superior a 30°,. Quanto a balneabilidade, conforme
disposto na resolucdo, as aguas costeiras sdo classificadas utilizando como
referéncia a concentracdo de microrganismos indicadores de contaminacéao fecal, de

acordo com valores de referéncia apresentados no Quadro 2.

Quadro 2. Padrbes microbiologicos adotados pela Resolugdo n°® 274, de 2000, para

balneabilidade das aguas costeiras brasileiras (UFC/ 100 mL).

: Propria L
Indicador Impropria
Excelente Muito boa Satisfatoria
Coliformes ) ) 3 3
<25x10 <50x10 <10x10 >25x10
termotolerantes
Escherichiacoli| < 2,0 x10° <4,0 x 107 <8,0 x 10? > 2,0 x 10°
Enterococci <2,5x 10" <5,0x 10! <1,0 x 10? > 4,0 x 10°

Os valores estabelecidos acima se referem a monitoramentos de periodicidade
semanal ou frequéncia superior, sendo considerado um conjunto de 80% do total
das amostras obtidas em cinco semanas consecutivas, e a densidade de
microrganismos em 100 mL da amostra. > 1,0 x 10? ou 4,0 x 10> UFC de

Enterococos por 100 mL da amostra.

Para classificacdo das aguas costeiras como improprias para atividades de contato

primario, a Resolugéao n° 274, de 2000, adota também os seguintes critérios:

- Valor da Gltima amostragem superior a 2,5 x 10° UFC de coliformes
termotolerantes, ou 2,0 x 10®° UFC de Escherichia coli ou 4,0 x 10®> UFC de

Enterococos por 100 mL da amostra;
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- Incidéncia elevada ou anormal de enfermidades relacionadas a qualidade hidrica
na regiao;

- Presenca de residuos e efluentes, como esgoto sanitario, 6leos, graxas e outras
substancias que tragam risco a saude dos usuarios;

- Floracdo de algas ou outros organismos que oferegcam risco aos usuarios.

O monitoramento da agua mediante padrées adotados pelas legislacdes ainda nao &
suficiente para eliminar completamente o risco a saude dos frequentadores de
ambientes aquaticos recreacionais. Faz-se necessario, também, o monitoramento de
outros patdgenos que ndo estdo contemplados nas legislacdes. O Quadro 3 mostra
um levantamento de estudos recentes sobre a qualidade de aguas recreacionais,

apresentando outros parametros microbioldgicos, bem o tipo de a4gua analisada.

Quadro 3. Parametros microbiol6gicos analisados em estudos de qualidade de

aguas recreacionais.

R —
& 3 © @
Tipo de ° % o | =29
. 219 | 3| Pais Referéncia
agua £ |e Q T} o —
o - — o C
- i = o ()] (%))
sec 82|25
=0 c G=
oclo® w| w|>]0
Salina X X X Brasil Moresco, et al., 2012
Doce X X Brasil Vieira, et al., 2012
Salobra X X EUA Mote, et al., 2012
Salina X X X EUA Arnold, et al., 2013
Salobra X X Brasil Keller, et al., 2013
Doce X Nova Zelandia Hewitt, et al., 2013
Salina X X Malasia Praveena, et al., 2013
Doce X EUA Przybyla-Kelly, et al., 2013
Salina X X Maléasia Ahmad, et al., 2014
Salina X X X EUA Lee, et al., 2014
Salina X X X X India Vignesh, et al., 2014
Doce X X X Brasil Miagostovich, et al., 2014




29

A resolugcao CONAMA n° 357, de 2005, bem como sua atualizagao, a resolugao n°
430, de 2011, atuam como principais ferramentas destinadas ao gerenciamento da
gualidade sanitaria da agua, e dispdem sobre a classificacdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelecem as
condi¢cOes e padrdes de langcamento de efluentes. Essa legislacdo determina que a

gualidade das aguas esteja associada ao uso pretendido.

Para avaliar a qualidade sanitaria de um corpo d’agua, deve-se realizar a
classificagao utilizando o sistema de classes de qualidade previsto na legislacao. Por
definicdo da resolucdo CONAMA em questdo, capitulo 1, artigo 2° essas classes
sdo um conjunto de condicdes e padrdes necessarios ao atendimento dos usos

preponderantes, atuais ou futuros.

A resolucdo n° 357, de 2005, do CONAMA, estabelece limites individuais para as
substancias em cada classe, a fim de se determinar os padrbes de qualidade das
aguas (Quadro 4). A classificacdo utilizando os padroes compreendidos na
legislagdo possibilita atingir niveis de indicadores consistentes com 0s respectivos
usos desejados dos corpos de dgua. No capitulo Il, artigo 3° desta resolugéo, esta
disposta a classificacdo dos corpos de agua em aguas doces, salobras e salinas,
segundo a qualidade requerida para os seus usos preponderantes, em treze classes
de qualidade. As aguas de melhor qualidade podem ser aproveitadas em uso menos
exigente, desde que isso ndo prejudique a qualidade da agua, atendidos outros
requisitos pertinentes (BRASIL, 2005).



30

Quadro 4. Limites para algumas variaveis fisico-quimicas em ambientes aquaticos

de aguas salobras, doces e salinas (BRASIL, 2005, modificado).

Tipo de variavel Natureza Classe
agua do limite 1 2 3 4
pH Faixa 6,5-8,5 6,0-9,0 5,0-9,0 -
© OD (mg/L) Inferior >5,0 >4.0 >3,0 -
c:éé Substancias
) gue produzam | Presenca . . . ]
cor, odor e / Auséncia Auséncia | Auséncia | Auséncia
turbidez
pH Faixa 6,0-9,0 6,0-9,0 6,0-9,0 6,0-9,0
° OD (mg/L) Inferior >6,0 >5.0 >4.0 >2.0
3 Substancias
° que produzam | Presenca Auséncia | Auséncia | Auséncia Néo
cor, odor e / Auséncia objetaveis
turbidez
pH Faixa 6,5-8,5 6,5-8,5 6,5-8,5 -
- OD (mg/L) Inferior >6,0 >5,0 >4,0 )
C
= Substancias
n
que produzam Presgngg Auséncia | Auséncia | Auséncia -
cor, odor e / Auséncia
turbidez

Os corpos hidricos sao classificados em classes, como pode ser visualizado no

Quadro 5.
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Quadro 5. Classificacdo dos corpos hidricos em classes de aguas, segundo a

gualidade requerida para os seus usos preponderantes (Fonte: BRASIL,
2005, modificado).

Tipo de
agua

Classe de
gualidade

Usos preponderantes

Salobra

| - classe
especial

Il - classe 1

Il - classe 2

IV - classe 3

a) preservacao dos ambientes aquaticos em unidades de conservagao
de protecédo integral;
b) preservacao das comunidades aquaticas.

a) recreacdo de contato primario;

b) protecdo das comunidades aquaticas;
¢) aquicultura e atividade de pesca,;

d) abastecimento para consumo
convencional;

e) irrigacéo de hortalicas que sdo consumidas cruas.

humano apés tratamento

a) pesca amadora;
b) recreacao de contato secundério.

a) navegacao;
b) harmonia paisagistica.

Doce

| - classe
especial

Il - classe 1

Il - classe 2

IV - classe 3

V — classe 4

a) abastecimento para consumo humano, com desinfec¢éo;

b) preservacao das comunidades aquaticas;

c) preservacdo dos ambientes aquaticos em unidades de conservacao
de protecédo integral.

a) abastecimento para consumo humano, ap6s tratamento simplificado;
b) protecao das comunidades aquaticas;

c) recreacdo de contato primario;

d) irrigacéo de hortalicas que séo consumidas cruas;

e) prote¢do aquatica em terras indigenas.

a) abastecimento para consumo humano, apés tratamento
convencional;

b) protecdo das comunidades aquaticas;

c) recreacdo de contato primario;

d) irrigacéo de hortaligas e plantas frutiferas com as quais o publico
possa vir a ter contato direto;

e) aquicultura e atividade de pesca.

a) abastecimento para consumo humano, apés tratamento
convencional ou avancado;

b) irrigacéo de culturas arbéreas, cerealiferas e forrageiras;

c) pesca amadora;

d) recreacdo de contato secundario;

e) dessedentacdo de animais.

a) navegacao;

b) harmonia paisagistica.

Salina

| - classe
especial

Il - classe 1

Il - classe 2

IV - classe 3

a) preservagdo dos ambientes aquaticos em unidades de conservagéo
de protecédo integral;

b) preservacao das comunidades aquaticas.

a) recreacdo de contato primario;

b) protecdo das comunidades aquaticas;

¢) aquicultura e atividade de pesca.

a) pesca amadora;

b) recreacao de contato secundario.

a) navegacao;

b) harmonia paisagistica.
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Os problemas brasileiros relacionados a poluicdo de ambientes aquaticos, muitas
vezes, acontecem pela falta de orientacdo e conscientizacdo sobre o uso dos
recursos ambientais, principalmente no que se refere a participacdo da sociedade
interessada. Desde o0 surgimento das comunidades humanas, existe uma
preferéncia por regiées costeiras, em locais que possuem abundéancia de dgua. No
Brasil, a maior parte da populacédo esta distribuida numa faixa estreita proxima ao
litoral (IBGE, 2010). E de se esperar que os biomas ali presentes estejam sujeitos a

impactos ambientais mais intensos, devido a agdo antropica.

3.2 Bactérias indicadoras de contaminagéo fecal

A populagdo microbiana aquética reflete as condi¢cbes terrestres do entorno,
mostrando os efeitos das atividades humanas que conduzem a uma degradacao da
gualidade da agua. Algumas espécies microbianas sdo nativas em habitats
especificos, enquanto outras séo transitorias, provenientes de atividades humanas
gue geram impacto na biodiversidade. Em aguas que recebem esgotos domeésticos
com grande quantidade de nutrientes organicos, pode ser encontrado um grupo de
bactérias chamadas de indicadoras de poluicdo fecal. A presenca desses
microrganismos na agua pode indicar risco potencial a saude, uma vez que Sao
provenientes do intestino humano e de animais, indicando contaminagao fecal. I1sso
acontece também com outras bactérias, como os estreptococos fecais e também os
virus intestinais (GREENBERG, et al., 1992).

Uma série de caracteristicas classifica um microrganismo como bioindicador, entre
elas estao: apresentar caracteristicas estaveis nos varios tipos de ambientes; resistir
as condicbes ambientais; demonstrar melhor sobrevivéncia que o0 agente
patogénico, e por um periodo de tempo superior; estar presente sempre que haja o
microrganismo patogénico, e ausente sempre que ndo seja detectada contaminacao;
além de que as concentracbes do microrganismo indicador devem ser superiores
aos patogénicos e nao representar um perigo para a saude humana (PRESCOTT, et
al.,1996).

Em ambientes aquaticos, para um microrganismo ser um bioindicador ideal de

contaminagao fecal, ainda existem outros requisitos além dos citados acima: ter
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como habitat exclusivo o trato intestinal do homem e de outros animais; ocorrer em
namero elevado nas fezes; apresentar alta resisténcia ao ambiente aquético; ser
detectado por de técnicas rapidas, simples e precisas (FRANCO; LANDGRAF,
2003).

O Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005) define o
grupo coliforme como bactérias indicadoras da familia Enterobacteriaceae. A
definicdo classica desse grupo consiste no método baseado na fermentacdo da
lactose. Consequentemente, quando a técnica de fermentagdo é utilizada, esse
grupo é definido como bactérias anaerbbicas facultativas, gram-negativas, néo

formadoras de esporos e na forma de bastonete.

O termo coliforme fecal foi utilizado para descrever bactérias que fermentam a
lactose, produzindo gas a 44,5 °C. Escherichia coli, Klebsiella e Enterobacter
também apresentam esta particularidade, porém, E. coli tem como habitat priméario o
intestino de animais homeotérmicos. Cepas dos outros dois géneros citados acima
podem ser encontradas em outros ambientes, tais como vegetais e solo, onde
inclusive persistem por mais tempo que as bactérias patogénicas de origem
intestinal (DOYLE, 1993). Assim, ndo é correto afirmar que a presenca de coliformes
termotolerantes em alimentos e agua é exclusiva de origem fecal, fato que levou a
mudanca do termo coliformes fecais para coliformes termotolerantes (SILVA, et al.,
2006).

3.3 Virus entéricos

Os virus entéricos sdo representados pelos grupos de virus que podem infectar
células do trato gastrointestinal humano e causar enfermidades em individuos
susceptiveis. Sua transmissdo direta se da por via fecal-oral, entretanto esses
patogenos também podem ser transmitidos indiretamente por aguas recreacionais e
alimentos que podem ter entrado em contato com agua contaminada (BOSCH,
1998; LECLERC, et al., 2002). No Quadro 6 estdo listados alguns desses virus e

suas doencas relacionadas.
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Quadro 6. Virus entéricos humanos que podem ser transmitidos pela &agua
contaminada (Fonte: BOSCH, 1998).

Género

Espécie

Doenca causada

Enterovirus

Poliovirus

Paralisia, meningite, febre

Coxsackievirus, A, B

Meningite, febre, doencas
respiratérias, entre outras

Meningite, febre, doencas

Ecovirus respiratorias, agitacao,
gastroenterite
Hepatovirus Virus da Hepatite A, E Hepatite
Rotavirus Rotavirus humano Gastroenterite

Mastadenovirus

Adenovirus humano

Gastroenterite, doencas
respiratdrias, conjuntivites

L Calicivirus humano Gastroenterite
Calicivirus " 5
Norovirus Gastroenterite, febre
Astrovirus Astrovirus humano Gastroenterite
Parvovirus Parvovirus humano Gastroenterite

Coronavirus

Coronavirus humano

Gastroenterite, doencas
respiratérias

Torovirus

Torovirus humano

Gastroenterite

Os virus entéricos podem estar associados desde infec¢cdes assintomaticas a
guadros graves de saude, como paralisias, anomalias cardiacas, meningite
asséptica, encefalites, hepatites, diarreias e outras enfermidades, podendo levar até
ao 6bito (BOSCH, 1998; LECLERC, et al., 2002).

Os virus entéricos podem ser classificados em dois principais grupos, onde o
primeiro inclui os enterovirus, como poliovirus (PV), coxsackievirus (CV) e echovirus
(EV), que sdo permissivos ao cultivo in vitro e que, normalmente, ndo causam
doencas gastrointestinais; e o segundo contempla os rotavirus (RV), astrovirus (AV),
adenovirus entéricos 40/41 (AdV40, AdV4l), -calicivirus (norovirus-NoV e
saporovirus-SaV) e virus das hepatites A (HAV) e E (HEV), os quais causam
gastroenterites ou hepatites, e sao fastidiosos (WYN-JONES; SELLWOOD, 2001).
Esses patdgenos sdo excretados nas fezes, em quantidades extremamente
elevadas - 10® a 10™ particulas/ grama de fezes (ABBASZADEGAN, et al., 1999).

Os virus entéricos entram em contato com 0S ecossistemas aquaticos
principalmente através do descarte de esgoto, e seu destino pode ser extremamente
variado, podendo chegar ao ser humano por diversas vias (Figura 1). Em locais mais

distantes do despejo direto de esgoto nao tratado, os virus entéricos tendem a ser
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encontrados em baixas concentracbes na agua. No esgoto sanitario bruto, esses
patdgenos estdo presentes em altas concentragbes e os processos de tratamento
atuais ndo sado eficientes para assegurar a remocdo completa desses patdgenos
(FLANNERY, et al., 2012).

Excrecdo humana e

de animais
E \L t M Resid l Slid
scoamento Esgoto esfiduos sélidos

do solo I

L
‘l’ V‘l’ ‘l’V ‘l’

Oceanos e Rios e Aguas S
‘- e A <€——Irrigacao
estuarios lagos subterréneas gac

[ W !
Marisco Agua de Aerossobis
distribuicéo
¥ \Z |
Agua de Vegetais

recreacao

l N &
7 ~

Figura 1. Rotas de transmisséo de virus entéricos no ambiente até o contato com o
ser humano (BOSCH, 1998, modificado).

Uma vez em contato com o corpo d’agua, os virus entéricos podem se associar aos
sélidos suspensos do ambiente aquatico ou aos soélidos provenientes de efluentes
domésticos e se acumular nos sedimentos, resistindo por um periodo de tempo
maior (SANTAMARIA; TORANZOS, 2003). De acordo com Melnick e Gerba (1980),
0s sedimentos funcionam como reservatorios de virus que sao ressuspendidos para

a coluna d’agua por diversos fatores: natural, como a hidrodindmica local, ou
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artificial, como uma dragagem. Sdo também liberados pela formacdo de aerossois

e/ou bioacumulados por organismos aquaticos (Figura 2).

| Descarte de esgoto | | Formacéo de aerossois |

“\\M

~

tL‘ : Associagdo dos virus com  solidos
A 5 suspensos na coluna d’agua e acumulo no
D o sedimento - -
= s )xg Ressuspenséo dos virus
‘J ( 9 para a coluna d'agua
\ b}
¢ y ¥ . N
( C\\ tJ_‘ ‘;;_»::;-//
===

Figura 2. Destino dos virus em sistemas aquaticos costeiros, apos descarte de
esgoto na agua (Fonte: MELNICK; GERBA, 1980, modificado).

As ostras e mexilhbes se alimentam por filtracdo da agua, sendo que as ostras
geralmente sdo consumidas sem cozimento prévio. Esses organismos, quando
cultivados em &guas costeiras contaminadas, podem veicular doengcas como
gastroenterites e hepatites (MESQUITA, et al., 2011). Os animais filtradores, desta
forma, possuem maiores concentracGes de virus e bactérias que as aguas ao seu
redor (ABAD, et al., 1997).

Existe uma incerteza sobre o periodo que esses virus podem sobreviver no
ambiente aquatico e nos frutos do mar contaminados (ABAD, et al., 1997); porém,
sabe-se que as particulas virais sofrem influéncia das condicfes fisico-quimicas da
agua. Em estudo realizado por Phanuwan e colaboradores (2006), foi verificada
correlacdo entre os parametros fisico-quimicos e os virus presentes na agua, sendo
gue a turbidez obteve correlacdo positiva, enquanto condutividade, temperatura e

potencial de 6xido-reducédo mostraram ter correlacdo negativa.

A deteccdo de virus entéricos em aguas poluidas por esgotos tem surgido como
proposta a fim de avaliar o nivel de contaminacédo da agua. A tendéncia mundial é
utilizar as bactérias como indicadores para determinar a qualidade microbiolégica da
agua (MAYLA; AMR, 2010; NOGUEIRA, et al., 2010; HUSSAIN, et al., 2011);

entretanto, foi provado que esses microrganismos nao possuem correlacao
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significativa com o grau de contaminacao virolégica da agua (GRABOW, 1996). Em
estudos realizados no Brasil, foram detectados virus entéricos em ambientes
aguaticos onde existiam relativamente poucos coliformes termotolerantes
(MIAGOSTOVICH, et al.,, 2008; JUSTINO, 2009; MORESCO, et al., 2012
SCARPATI, 2012). Nesses casos, 0 numero de virus entéricos ndo demonstrou ter

associacdo com o numero de indicadores bacterianos de contaminacgao fecal.

Atualmente, busca-se um indicador viral que complemente o0s indicadores
bacterianos de poluicdo fecal nos estudos de qualidade de agua. Varias analises
sugerem o adenovirus como um bom indicador de contaminacdo para ambientes
aquaticos (PINA, et al., 1998; ALBINANA-GIMENEZ, et al., 2006; SYMONDS, et al.,
2009). Porém, para realizar tal definicdo, faz-se necessaria a compreensdo da
complexidade que envolve os diversos grupos de virus entéricos presentes no
ambiente (SYMONDS, et al.,, 2009). Primeiramente, sabe-se que diversos virus
possuem distribuicdo sazonal e sdo encontrados no ambiente de acordo com o clima
da regido (TRABELSI, et al.,, 2000; PANG, et al., 2001). Quantidades diferentes
desses virus podem ser encontradas no ambiente em decorréncia do estado de
saude da populacéo da respectiva area. Isso pode refletir diretamente na ocorréncia
dos virus entéricos na dgua. Secundariamente, diferencas estruturais entre 0s virus
tém sido registradas como caracteristicas importantes de resisténcia a fatores
ambientais e até mesmo a desinfetantes utilizados nos sistemas de tratamento de
agua e esgoto (ABAD, et al., 1997; GERBA, et al., 2002, BOSCH, 2007).

Alguns fatores que afetam a sobrevivéncia dos virus entéricos em ambientes

aquaticos podem ser visualizados no Quadro 7.
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Quadro 7. Fatores que afetam a sobrevivéncia de virus entéricos em ambientes
aguaticos (Fonte: BOSCH, 2007, modificado).

Fatores Descricao
longa sobrevivéncia a baixas
Temperatura
temperaturas
Luz luz ultravioleta solar pode danificar o
acido nucleico viral
estdveis em valores proximos a
pH .
neutralidade
Sais a presenca de cétions protege certos
virus de inativacéo por calor
Solidos suspensos ou sedimentos aumenta a sobrevivéncia
i microbiota aquéatica € usualmente
Fatores biologicos :
antagonista

Estudos desenvolvidos em varios paises da América Latina tém identificado virus
patogénicos em amostras ambientais. O Quadro 8 apresenta uma relacédo dos virus

mais estudados e detectados em 4guas ambientais na América Latina.

Quadro 8. Virus patogénicos mais frequentemente pesquisados em &guas

ambientais na América Latina.

Virus Referéncia
Miagostovich,et al., 2008 e 2014; Fumian, et al.,
Rotavirus 2009; Fumian, et al., 2010; Vieira,et al.,, 2012;

Victoria, et al., 2014.

Miagostovich, et al., 2008; Victoria, et al., 2009;
] Leal, et al., 2011; Fernandez, et al., 2012; Moresco,
Norovirus et al., 2012; Vieira, et al., 2012; Victoria, et al.,
2014.

Rigotto, et al., 2005; Miagostovich, et al., 2008;
) Albinana-Gimenez, et al., 2009; Leal, et al., 2011,
Adenovirus Moresco, et al., 2012; Oliveira, et al., 2012; Vieira et
al., 2012; Victoria, et al., 2014.

Sincero, et al., 2006; Rigotto, et al., 2010; Moresco,
et al., 2012; Fongaro, et al., 2012.

Virus da Hepatite A

Serdo caracterizados neste capitulo trés virus entéricos (adenovirus, rotavirus e
norovirus) que foram avaliados no monitoramento da agua e dos casos de

gastroenterite infantil.
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3.3.1 Adenovirus (AdV)

3.3.1.1 Classificacéo

Os adenovirus (AdV) pertencem a familia Adenoviridae, sendo subdivididos
filogeneticamente em cinco géneros (Quadro 9) (JIANG, 2006; GHEBREMEDHIN,

2014).

Quadro 9. Classificacdo de adenovirus em seus rescpectivos géneros e grupo de
animais infectados (Fonte: GHEBREMEDHIN, 2014).

Género Grupos de animais infectados

Mastadenovirus Bovinos, equinos, humanos, roedores, caninos,

ovinos, suinos, morcegos e macacos

Aviadenovirus Galinhas

Siadenovirus Aves, ra e tartaruga
Atadenovirus Répteis, passaros e mamiferos
Ichadenovirus Peixes

Os adenovirus humanos (HAdV) séo classificados no género Mastadenovirus, que
contém sete espécies conhecidas (A-G). Essas espécies compreendem cerca de 52
sorotipos de AdV. Em 2007, um novo sorotipo (AdV-52) foi descrito e, por causa de
suas caracteristicas distintas, foi sugerida sua classificacdo em uma nova espécie
de adenovirus, G (JONES, 2007).

3.3.1.2 Estruturas morfoldgica, proteica e gendmica

Os virus da familia Adenoviridae sao formados por um capsideo, fibras, um nucleo e
proteinas associadas. Seu capsideo ndo é envelopado, possui aspecto arredondado
com simetria icosaédrica, um diametro de 80 - 110 nm e sdo compostos de uma
Unica camada protéica. A Figura 3 revela que sua estrutura de superficie possui um
padrdo regular com caracteristicas distintivas e o arranjo do capsbmero é
claramente visivel (RUX; BURNETT, 2004).
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Figura 3. A - Esquema da estrutura morfolégica e proteica do adenovirus e B -

particula de adenovirus isolado de amostra de fezes (Fonte:
http://www.ictvdb.org/ICTVdB/index.htm).

O capsideo dos AdV é constituido por 252 capsdémeros, dos quais 12 sdo pentons e
240 sao hexons. Os hexons consistem em um hexagono com uma cavidade central
e 0s pentons estao firmemente associados a uma ou duas fibras. Cada capsémero
mede 8-10 nm de didmetro. As projecdes da superficie sdo distintas, com um ou
dois filamentos. As proteinas da fibra interagem para formar uma seta de
comprimento caracteristico. O comprimento das fibras esta entre 9-77,5 nm e o
nucleo consiste em uma nucleoproteina complexa (ICTVdB, 2006; BERK, 2007;
ENGLER; HONG, 2007).

O genoma dos AdV nédo é segmentado e € composto de uma Unica molécula de
DNA fita dupla (dsDNA), de 35 kb. O genoma possui sequéncias terminantemente
redundantes, do tipo repeticbes terminais invertidas (ITR-Inverted Terminal
Repetitions) (103 pb para adenovirus humano-HAdV). O genoma tem uma proteina
terminal codificada que é covalentemente ligada a extremidade 5'- terminal de cada
fita de DNA (ICTVdB, 2006).

3.3.1.3 Patologia e sintomatologia

A gastroenterite aguda é a maior causa de morbidade de criancas em todo 0 mundo
e a primeira causa de morte entre jovens nos paises em desenvolvimento (EBNER,
et al.,, 2005). Os principais AdV causadores de gastroenterite integram a familia

Adenoviridae, género Mastadenovirus, subgénero F, compreendendo os sorotipos
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40 e 41. Porém, também é reportado por ghebremedhin (2014) que outros sorotipos
de AdV podem causar infeccbes no trato gastrointestinal (Quadro 10). Os AdV
possuem um espectro variado de infec¢cdes nos seres humanos, podendo acometer
as vias respiratorias, além de causarem conjuntivites, gastroenterites e até
hemorragias. Entretanto, cada patologia é acometida por tipos especificos de
adenovirus. Seu periodo de incubacédo pode variar de 3 a 10 dias e os sintomas
podem incluir febre, diarreia, vomitos e dor abdominal, durando aproximadamente 10
dias. A doenca normalmente é autolimitante em individuos imunocompetentes,
porém fatalidades podem acontecer em individuos imunocomprometidos
(ROBINSON; ECHAVARRIA, 2007). Infeccdes assintomaticas sdo comuns em
criancas (WOLD; HORWITZ, 2007).

Quadro 10. Classificacdo dos subgrupos de adenovirus com seus sorotipos e suas
respectivas infeccdes (Fonte: GHEBREMEDHIN, 2014).

Espécie Sorotipo Infeccéao

A 12, 18, 31 gastrointestinal, respiratorio e urinario

3,7, 16, 21 (tipo 1) conjuntivite, gastrointestinal, respiratorio e
B urinério

11, 14, 34, 35, (tipo 2) gastrointestinal, respiratdrio e urinario

respiratorio, gastrointestinal incluindo

C 1,2,5,6 hepatite e urinario

8-10, 13, 15, 17, 19, 22-

D 30, 32, 33, 36-39, 42-49 conjuntivite e gastrointestinal
E 4 conjuntivite e respiratorio

F 40, 41 gastrointestinal

G 52 gastrointestinal

As infec¢des causadas por AdV sdo consideradas variaveis e sua incidéncia em
paises industrializados possui uma amplitude de 1 a 8%, enquanto em paises em
desenvolvimento essa amplitude aumenta para 2 a 31% (WILHELMI, et al., 2003).

Uma importante defesa imunologica contra reinfeccdo por AdV é a imunidade
mediada por anticorpos, que € considerada sorotipo-especifica (ENGLER; HONG,
2007). Até o momento, ndo existe terapia especifica para infeccbes causadas por
AdV; sendo assim, os sintomas da doenca e as possiveis complicacdes devem ser
tratados (CDC, 2012).
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3.3.1.4 Epidemiologia

Os AdV entéricos podem causar infeccbes em pessoas de todas as idades,
principalmente em periodos de surtos, havendo também evidéncias de infec¢des
nosocomiais (WRIGTH; BIELUCH, 1993). Gomara e colaboradores (2008) citam que
esses virus sdo a terceira maior causa de gastroenterite infantil, ficando atras
apenas dos rotavirus e norovirus. Muitas amostras positivas para AdV tém sido
encontradas em fezes de criangas assintométicas, demonstrando que durante surtos
e epidemias as criancas acabam atuando como reservatorios, excretando o virus e
transmitindo a doenga, embora nao a desenvolvam (SHIMIZU, et al., 2007; GOMES,
2011).

O mecanismo béasico de transmissdo dos AdV ocorre de pessoa para pessoa pela
via fecal-oral e pelas secrecfes respiratorias, infectando as células epiteliais do trato
gastrointestinal e trato respiratorio, considerando-se, ainda, outras vias mucosas
podem ser infectadas (BLACKLOW; GREENBERG, 1991). Véarias medidas podem
ser listadas como meio de prevenir infecgbes por virus entéricos, entre elas esta
lavar as maos frequentemente com agua e sabdo, principalmente apds usar o
sanitario, manipular fraldas (mesmo usando luvas) e limpar um paciente sintomatico,
além de desinfetar rotineiramente superficies de banheiros, como pias, chdos e
mesas, ou quaisquer areas onde estejam pessoas doentes. Para 0s sorotipos que
causam doencas respiratorias, a maior prevencao € orientar os adultos e criancas a
espirrarem ou tossirem em um tecido descartavel para evitar contaminagcdo de
outros individuos (SRCHD, 2008).

3.3.2 Rotavirus (RV)
3.3.2.1 Classificacéo
O RV é representante da familia Reoviridae e € um dos mais importantes agentes
causadores de diarreia severa no mundo, especialmente em criangas. Existem sete

grupos de rotavirus, designados como A, B, C, D, E, F e G. Os humanos séo

infetados principalmente pelos grupos A, B e C, sendo que o grupo A é
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significativamente o mais prevalente (GRAFF, et al., 2007). Grupos D - G tém sido

reportados somente em animais e passaros (PALOMBO; BISHOP, 2011).

No grupo A, varios sorotipos ja foram caracterizados utilizando anticorpos para as
proteinas externas do capsideo VP7 e VP4. Esse grupo inclui 14 sorotipos de VP7,
denominados tipo G, e pelo menos 15 sorotipos de VP4, chamados de tipo P.
Embora uma extensa gama de combinacdes G - P seja possivel, somente um
ndamero limitado de combinagfes de G1, G2, G3, G4, G5, G8, G9, ou G12 com P4,
P6, P8 ou P9 foram identificadas em criancas com gastroenterite. A cepa mais
prevalente em criancas nos ultimos 35 anos tem sido a G1P8 (PALOMBO; BISHOP,
2011). Entretanto, apds o inicio da vacinacao dirigida para esse sorotipo, um novo
gendtipo tem emergido (G2P4), na dltima década, nas populacdes
(DESSELBERGER, et al., 2006; ANTUNES, et al., 2009).

3.3.2.2 Estruturas morfoldgica, proteica e gendmica

Os virions maduros de RV (Figura 4) ndo possuem envelope externo em seu
capsideo, podendo apresentar envelope lipidico em suas particulas virais imaturas,
ainda no reticulo endoplasmatico, antes de deixar a célula hospedeira. O
capsideo/nucleocapsideo é circular, composto por duas camadas com simetria
icosaédrica e diametro com cerca de 80 a 100 nm. O capsideo interno € liso e 0
externo é frequentemente perdido durante a maturacdo viral, assim como suas
projecdes. Dessa forma, a estrutura final de superficie revela um padrao regular com
caracteristicas distintas que lembram uma roda. O arranjo do capsémero €
claramente visivel em microscopia crioeletrbnica. O capsideo é formado por 132
capsdmeros em ambos os capsideos, que sdo sobrepostos. O capsideo interno
consiste em uma estrutura com diametro de cerca de 50 nm e seu ndcleocapsideo é
esférico com um diametro de 35 nm (ICTVdB, 2006).
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Figura 4. Particulas de rotavirus humano isoladas de amostras de fezes de criancas
com gastroenterite aguda (Fonte: http://www.ictvdb.org/ICTVdB/index.htm;
PARASHAR, et al., 2005, modificado).

O tamanho do genoma do RV é de 16,5 a 21 kb. As regifes 5' e 3' terminais sao
conservadas. A Figura 5 representa a estrutura do RV com seus trés capsideos
proteicos. Os RVs sdo compostos por 16% de acidos nucléicos, representados por
11 segmentos lineares de RNA dupla fita (dsRNA), 6 proteinas estruturais e 5
proteinas ndo estruturais (Quadro 11). Internamente estdo dispostas as proteinas
VP1, VP2 e VP3. O capsideo mediano é constituido pela proteina VP6, enquanto o

capsideo externo é constituido pelas proteinas VP7 e VP4 (SHAW, 2006).

Capsideo

(b) ? —

). VP7

/x / VP4
..... /um
: dsRNA . interno

—_—VPS
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b 4 VP1, VP2,
D * =

VP3

Figura 5. (a) Representacdo esquematica dos trés capsideos do rotavirus (Fonte:
SHAW, 2006, modificado); (b) Diagrama dos trés capsideos do rotavirus,
indicando as proteinas estruturais no ndcleocapsideo, capsideo interno e
externo, bem como o RNA fita dupla (PALOMBO; BISHOP, 2011,

modificado).
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Quadro 11. Segmentos de RNA dos rotavirus, proteinas e suas funcdes (Fonte:
PALOMBO; BISHOP, 2011, modificado).

Segmento . ~ o
de RNA Tamanho (pb) Proteina Funcao principal
1 3302 VP1 RNA polimerase
2 2690 VP2 estrutura do nucleocapsideo
3 2591 VP3 guanilil transferase
4 2362 VP4 capsudeg externo (mte_ragao
com a célula hospedeira)
5 1581 NSP1 ligagdo no RNA viral
6 1356 vps | ¢apsideo mediano
(antigenicidade)
7 1104 NSP3 ligacdo no RNA viral
8 1059 NSP2 ligagéo no RNA viral
9 1062 VP7 capsideo externo
10 751 NSP4 proteina tr_ansnjembrana
(enterotoxina viral)
NSP5 . .
11 667 proteina quinase
NSP6

3.3.2.3 Patologia e sintomatologia

Os RV sao os maiores agentes causadores de infecgdes gastrointestinais em
criangcas no mundo e sao considerados patdgenos que infectam enterdcitos maduros
das vilosidades intestinais. Em hospedeiros imunologicamente comprometidos, as
infeccdes sdo agudas, com diarreias graves. A duracéo dos episédios pode variar de
2 a 5 dias, se 0 hospedeiro tiver hidratacdo adequada. Em hospedeiros
imunocomprometidos, as infec¢des persistem por mais tempo, podendo chegar a
meses (ESTES, et al., 2001).

As gastroenterites causadas por RV sao caracterizadas por fezes aquosas, vomitos
e febre. A consequéncia mais grave desse tipo de infeccdo é a desidratacdo, uma
vez que as perdas de fluidos e eletrélitos devido a diarreia e vdmitos podem levar ao
colapso fisiolégico se ndo tratada corretamente (LEVINE, EDELMAN, 1979). O
tratamento € o mesmo instituido para as doencas diarreicas agudas, sendo

importante a reidratacdo para evitar possiveis complicagcdes, como a desidratacao
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grave e disturbios hidroeletroliticos. O uso de antimicrobianos e antidiarreicos néao é
recomendado (BRASIL, 2006). A administracdo oral de preparacdes contendo
anticorpos anti-RV tem apresentado sucesso no tratamento de infec¢cdes cronicas e

diarreia em criangas imunocromprometidas (GURGEL, et al., 2008).

Por ser uma importante causa de morte em criancas ao redor do mundo, com cerca
de 611.000 casos por ano (PARASHAR, et al., 2006), o desenvolvimento de vacinas
gue conferem protecdo ao rotavirus tornou-se prioridade para agentes de saude
publica. Atualmente, existem duas vacinas licenciadas disponiveis contra o0 RV, a
Rotateq da empresa Merck, que possui um espectro pentavalente de origem
humano-bovino (G1, G2, G3, G4, e P8) e a Rotarix® da Glaxo Smith Kline

Biologicals, que € monovalente (G1P8).

O Brasil foi um dos primeiros paises da América Latina a incluir a vacina
monovalente Rotarix® no programa de imunizacdo em marco de 2006. A vacina tem
mostrado ser eficiente contra cepas ndo G2 (ANTUNES, et al., 2009), sendo mais
eficaz principalmente contra a G1P8 (MADHI, et al., 2010). Em estudo realizado no
Brasil, dozes meses apo0s a introducdo da vacina, foi observada uma redugéo
significativa no numero de hospitalizacbes por gastroenterite em criangcas com
menos de 1 ano de idade (GURGEL, et al., 2009).

Lanzieri e colaboradores (2011) observaram um aumento no numero de criancas
vacinadas no Brasil, no qual cerca de 80 % das criancas foram vacinadas com a
primeira dose da vacina anti-RV em 2008, demonstrando uma boa eficacia do
programa de imunizagdo nacional. No entanto, a cobertura da segunda dose
permanece abaixo da ideal nas regides Nordeste e Norte, onde sédo observadas as
maiores prevaléncias de gastroenterite no pais. No Espirito Santo, cerca de 87,1%
das criancas foram vacinadas com a vacina Rotarix®. A recomendacdo para vacinar
as criancas consiste em aplicar duas doses, a primeira pode ser administrada a
partir da sexta semana de vida, sendo que um intervalo de pelo menos 4 semanas
deve ser respeitado para aplicacdo da segunda dose. O esquema de vacinacdo
deve ser realizado antes das 16 semanas de idade e finalizado por volta das 24

semanas de idade (Ministério da Saude, 2009).
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3.3.2.4 Epidemiologia

E possivel que praticamente todas as criangas ao completarem cinco anos de idade
ja tenham sido infectadas pelo menos uma vez por RV. Normalmente, os sintomas
mais evidentes da infec¢cdo aparecem quando a crianga possui entre seis a vinte e
guatro meses de idade (BISHOP, et al., 1996).

Pelo fato do virus ser estavel no ambiente, sua transmissao pode acontecer por
ingestdo da agua ou comida, além do contato direto com superficies e objetos
contaminados. Em paises de clima temperado, o virus possui um padrdo sazonal,
aparecendo com maior frequéncia no inverno, com epidemias anuais acontecendo
principalmente de junho a dezembro. As taxas mais altas de enfermidade acontecem
em criancas com até cinco anos de idade. Os adultos também podem ser infectados,
entretanto, a doenca em faixas etarias maiores tende a ser mais branda (CDC,
2012).

3.3.3 Norovirus (NoV)

3.3.3.1 Classificacéo

Originalmente, o NoV era conhecido como Norwalk virus. Essa denominacéo foi
adotada depois de uma epidemia de gastroenterite aguda em criancas de uma
escola em Norwalk, Ohio, EUA, em novembro de 1968 (DOLIN, et al., 1972).

Sua taxonomia era confusa, em funcéo desses virus serem fastidiosos e ainda nao
passiveis de serem cultivados em laboratério. Somente a partir da clonagem e
sequenciamento foi possivel estabelecer uma classificacdo mais precisa. Baseado
nas informacdes moleculares de filogenia, os virus de Norwalk e seus “parentes”
genéticos mais préximos se tornaram um novo género, o Norovirus (NoV), da familia
Caliciviridae (KARST, 2010).

Cepas de NoV foram classificadas em seis genogrupos (GI-GVI) baseados na

sequéncia de aminoacidos do capsideo. Um sétimo genogrupo NoV (GVII) foi
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proposto recentemente, mas sua classificacdo ainda € mantida inicialmente em GVI.
Somente os genogrupos GlI, Gll e GIV podem infectar seres humanos, com o Gll
sendo o mais prevalente (> 95% das infeccbes por NoV) (GREEN, et al., 2007;
KRONEMAN, et al., 2013 WHITE, 2014).

3.3.3.2 Estruturas morfoldgica, proteica e gendmica

A particula viral de NoV ndo possui envelope no capsideo e é dotada de uma
estrutura circular com simetria icosaédrica. O capsideo tem um diametro de 27 a 30
nm, com 32 depressdes em forma de calice. O capsémero é claramente visivel
(Figura 6) (GLASS, et al., 2000).

Figura 6. Particulas de norovirus extraidas de amostras de fezes (Fonte: http:

/lwww.qub.ac.uk, modificado).

O genoma do NoV contém aproximadamente 7.400 - 7.700 nt e é composto por 45 a
56% de citosina/guanina (C/G). Os NoV tém como material genético uma molécula
linear de RNA fita simples (ssRNA) de polaridade positiva (+) (GLASS, et al., 2000).
As trés Fases Abertas de Leitura (ORF - Open Read Frame) do genoma viral do

NoV podem ser visualizadas na Figura 7.

ORF1 OREF2 ORF3

VPgm NSL2 NS3 NS4 NS5 NS6 NS7 VP1 VPl m(A)

Figura 7. Organizacdo genémica das ORFs 1, 2 e 3 de norovirus (Fonte: KARST,
2010, modificado).
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A primeira ORF codifica proteinas nao estruturais denominadas NS (NS1-NS7), ja os
ORFs 2 e 3 sao responsaveis por codificar proteinas estruturais do capsideo
(KARST, 2010).

3.3.3.3 Patologia e sintomatologia

Os NoV representam o grupo dos principais agentes causadores de gastroenterite e
estdo envolvidos em surtos que acometem criancas e adultos. Os sintomas mais
comuns para esse tipo de infeccdo sdo nauseas, dores abdominais, vbmito e
diarreia ndo sanguinolenta. Geralmente, o periodo de incubacédo do NoV € de 24 a
48 horas, e 0s episodios duram cerca de 12 a 60 horas (BORCHARDT, et al., 2003).
Esses patdgenos sdo altamente contagiosos, em decorréncia da baixa dose
infectante, e grande nimero de particulas séo liberadas durante a infec¢do (cerca de
até 10* cépias de genoma por grama de fezes) e a excrecdo é continuada mesmo
apos o alivio dos sintomas clinicos (LEE; KIM, 2002). Diferentemente de outros virus
entéricos, ha indicios de que os NoV podem ser transmitidos por via aérea em
episédios de voOmitos durante a infeccdo (CAUL, 1994). Grande parcela das
infeccdes por NoV sdo assintomaticas, mas esses individuos sdo capazes de
transmitir o virus, embora com titulos mais baixos que os sintomaticos (HALL, et al.,
2011).

3.3.3.4 Epidemiologia

Surtos de diarreia tém sido associados a ingestdo de NoV em agua potavel e em
moluscos contaminados (HAFLIGER, et al.,, 1999; APPLETON, 2000). Existem
também evidéncias de surtos de infecgbes causados por calicivirus relacionados
com a exposicdo a aguas de fins recreacionais (JUSTINO, 2009), piscinas e lagos
(FROST, et al., 2002), infeccbes em cruzeiros (WIKSWO, et al., 2011), hospitais
(LOPMAN, et al., 2004), entre outros. Dados epidemiolégicos demonstram uma
predominancia da doenca por NoV durante o inverno (APPLETON, 2000;
BORCHARDT, et al., 2003). Os NoV mostram ter boa sobrevivéncia e estabilidade
em baixas temperaturas e a 60°C (GLASS, et al., 2000).
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O norovirus Gll.4 tem sido documentado como o genétipo mais prevalente em surtos
de gastroenterites associados a NoV em todo o mundo (MOTOMURA, et al., 2008).
Sabe-se que esses virus acumulam mutacdes na regido do genoma que codifica a
proteina VP1, o que modifica 0s seus antigenos e causa uma variagdo antigénica
gradual (SIEBENGA, et al., 2007).

3.4 Métodos para deteccéao de virus

Em casos de poluicdo ambiental, diversos métodos de detec¢do de microrganismos
foram desenvolvidos, alguns deles utilizam a bioguimica ou genética dos
microrganismos para identifica-los (STOECKEL; HARWOOD, 2007). Métodos
baseados na amplificacdo do genoma se tornaram muito frequentes nas Ultimas
décadas devido a sua praticidade e automatizacdo (USEPA, 2005). Embora tenham
as técnicas moleculares sejam muito Uteis nas investigacées microbiolégicas, muito
esforco ainda é dispensado para aprimora-las. No inicio de sua utilizacdo, a técnica
de amplificacdo génica (PCR) era apenas qualitativa e se limitava a determinar
presenca ou auséncia dos genomas dos microrganismos nas amostras. Entre outras
desvantagens, a técnica possuia baixa especificidade e elevado custo. Porém, o
advento da PCR quantitativa permitiu quantificar o genoma dos microrganismos
detectados (SHANNON, et al., 2009).

A PCR convencional ainda € muito utilizada na identificacdo de patdgenos virais.
Essa técnica possui variacdes tais como: Nested-PCR, PCR Multiplex, PCR em
Tempo Real (QPCR) e/ou microarrays (OLOFSSON, et al., 2011). A confirmacéo do
virus requer passos adicionais, como o sequenciamento do acido nucleico detectado
e construcdo de relagdes filogenéticas (TCHIJIKOV, et al., 2002). Também s&o
relatadas desvantagens na utilizacdo dos métodos moleculares, uma delas é a
possibilidade de resultados falsos negativos na PCR, gerados pela presenca de
inibidores da atividade enzimatica nas amostras ambientais. ISso acontece porque
esses inibidores ndo sao totalmente removidos durante o processo de extracao do
acido nucleico viral (SYRMIS, et al., 2004).

As etapas basicas de uma analise molecular para deteccdo de virus em amostras

ambientais sdo: amostragem, concentracdo, extracdo dos acidos nucleicos e a
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deteccdo do genoma viral. A concentracdo é um passo crucial, pois 0s virus podem
estar presentes em numeros relativamente reduzidos, de modo que é necessario
concentra-lo, reduzindo o volume da amostra para posterior deteccdo (BOSCH,
1998). Atualmente existem varias estratégias utilizadas para se concentrar virus em
amostras da 4&gua, que sdo principalmente baseadas em técnicas de

adsorcéaol/eluicédo, floculacéo, ultrafiltracdo e ultracentrifugacdo (Quadro 12).

Quadro 12. Principais técnicas para concentracdo de virus em amostras ambientais
(Fonte: MATTISON; BIDAWID, 2009, modificado).

Preparacado da

Vantagens Desvantagens
amostra
Presenca de inibidores
Adsorg&o/Eluigdo Amplo espectro | Somente para amostras com baixa
turbidez
Simples Lento o

Amplo espectro | Necessita de etapas adicionais

Presenca de inibidores

Ultrafiltrag&o Rapido Somente para amostras com baixa
Amplo espectro | tyrbidez

Presenca de inibidores

. o Rapido Alto custo de equipamento
Ultracentrifugagéo ,
Amplo espectro Somente para amostras com baixa
turbidez

Ainda ndo existe um método Unico que garanta uma concentracdo eficiente de todos
os virus. Um bom método de concentracdo deve obedecer a varios critérios, como
ser tecnicamente simples, rapido, ter um custo de moderado a baixo, permitir uma
recuperacao viral alta, ser adequado para uma grande variedade de virus e fornecer
um pequeno volume do concentrado (BOSCH, 1998). Atualmente, diversos estudos
tém mostrado que os métodos de floculacdo e adsorcao/eluicdo combinados com
ultracentrifugacdo ou ultrafiltracdo costumam ser o0s mais utilizados para se
concentrar virus em amostras ambientais (FERNANDEZ, et al., 2012; KISHIDA, et
al., 2012; MORESCO, et al., 2012; OLIVEIRA, et al., 2012).

Esses métodos sdo baseados na interacdo eletrostatica entre 0s virus e a superficie

dos floculos/membranas e dependem de alguns fatores para que essa interacdo seja
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estabelecida, tais como 0s pontos isoelétricos das proteinas virais e 0s parametros
de qualidade da agua, como pH e concentracdo salina, em faixas especificas. A
interacdo eletrostatica faz com que as particulas virais sejam adsorvidas aos
floculos/membranas em pH acido. Um dos problemas é que além de concentrar 0s
virus, substéancias inibidoras da PCR também podem ser concentradas (CALGUA, et
al., 2008).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para deteccdo de virus em amostras
ambientais. A PCR vem sendo escolhida preferencialmente por conferir varias
vantagens quando comparada a técnicas como cultura de células. O tempo exigido
para o ensaio pode ser reduzido de dias ou semanas para horas. Em andlises
rotineiras, os custos da PCR sado substancialmente menores que o0s custos de
técnicas de cultura de células, além da PCR j& estar amplamente padronizada. A
técnica de PCR é utilizada para identificacdo de patdgenos especificos na agua,
porém ndo pode ser usada para determinar o estado infeccioso de um organismo
(FONG; LIPP, 2005), podendo somente determinar a presenca, auséncia ou
guantificar a sequéncia especifica do acido nucleico do patdogeno (PILLAI, et al.,
1991; ABBASZADEGAN, et al., 1993).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) possui o mesmo
principio da PCR convencional, porém um dos maiores avancos desse
aprimoramento é a capacidade de quantificar os produtos génicos da amostra, além
do processo poder ser monitorado em tempo real. Os dados sao coletados ao longo
dos ciclos da PCR, ao invés de o serem apenas no final da reacdo. Isso
revolucionou completamente o modo de abordagem da quantificacdo pela PCR
(KWOK; HIGUCHI, 1989).

O ponto que detecta o ciclo na qual a reacao atinge o limiar da fase exponencial é
denominado Cycle Threshold (Ct) e permite a quantificacdo exata e reprodutivel
baseado na fluorescéncia referéncia a uma curva padrao (NOVAIS, et al., 2004). A
gPCR utiliza 0 momento durante o ciclo da reagcédo no qual a amplificacdo de um alvo
€ detectada pela primeira vez, ao invés da quantidade de alvo acumulado apés um
namero fixo de ciclos. Quanto mais alto o niamero de copias iniciais do acido

nucléico alvo, mais rapido sera observado o aumento significativo na fluorescéncia,
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gue é a base da quantificacdo da técnica (MACHAYI, et al., 2002). A emissao dos
compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta proporcionalmente a
guantidade de produto de PCR. Sendo assim, os valores da fluorescéncia sao

gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de produto amplificado.

Existem vérios sistemas para deteccdo de sequéncias de acidos nucléicos na

técnica de gPCR, os dois mais utilizados pelos pesquisadores pertencem a Applied
. . ® . : « : .
Biosystems: o sistema TagMan (também conhecido como “ensaio para nuclease 5

®
fluorescente”) e o sistema do corante SYBR Green |.

O sistema TaqMan® utiliza uma sonda fluorescente para possibilitar a deteccéo de
um produto especifico da gPCR, conforme esse se acumula durante os ciclos da
reacdo. O método consiste na atividade exonucleasica da DNA polimerase. J4 o
sistema do corante SYBR Green | utiliza um fluoréforo que possui ligacéo especifica
a dupla fita de DNA para detectar o produto da gPCR, conforme ele se acumula
durante os ciclos da reacdo. A diferenca mais importante entre os dois sistemas €
gue o SYBR Green | detectarad todo o DNA dupla-fita da reagéo, inclusive produtos
de reacdo ndo especificos, por isso deve ser bem padronizado antes da andlise.
Portanto, uma reacdo bem otimizada é essencial para resultados precisos
(WALKER, 2000).

A maioria dos laboratérios de virologia clinica utiliza ensaios de RT-PCR (transcricédo
reversa seguida de PCR convencional) para deteccdo de virus entéricos de genoma
RNA em casos de doencas diarreicas (LYSEN, et al., 2009). A RT-gPCR

(transcrigao reversa seguida de PCR em Tempo Real), especificamente baseada em

sondas Taqman®, tem sido vastamente utilizada para deteccdo de NoV
(KAGEYAMA, et al.,, 2003). As amostras positivas obtidas na gPCR podem ser
subsequentemente avaliadas por ensaios de PCR convencional e sequenciadas
para confirmacao dos resultados (LYSEN, et al., 2009).

Para caracterizacdo dos gendtipos de NoV, a regido de juncdo da ORF1-ORF2 é a
area mais conservada do genoma, apresentando um alto grau de homologia na

sequéncia de nucleotideos (Figura 8). Essa caracteristica faz dessa regido o local
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ideal para a sintese de iniciadores nos ensaios utilizando sondas TaqMan® para RT-
gPCR. A regido mencionada demonstra ser mais sensivel que a regido da RNA
polimerase (RdRp) utilizada nos ensaios qualitativos da RT-PCR (KAGEYAMA, et
al., 2003). Além de detectar RNA de NoV em amostras clinicas, otimizacdes dos
iniciadores resultaram em ensaios sensiveis capazes de detectar NoV em amostras
ambientais (FROST, et al., 2002). A sensibilidade analitica da RT-gPCR permite a
deteccdo de pequenas concentracfes de virus que podem estar presentes em
amostras de individuos com infec¢des assintomaticas. Por essa razao, resultados de
infeccbes mistas com baixas cargas virais, ou seja, altos valores de CT (cycle

threshold - ciclo do limiar de detec¢éo) devem ser avaliados com precaucéo.
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Figura 8. Regides do genoma de norovirus utilizadas para deteccdo para ensaios
moleculares de amplificacdo do acido nucleico viral (Fonte: VINJE, et al.,
2004, modificado).

O diagnostico das infec¢des causadas por AdV era laborioso e demorado, realizado
principalmente por cultura de células. Com a evolucdo da técnica de PCR, abriu-se
um novo campo para identificacdo mais sensivel e especifica de AdV. A maior parte
das andlises é feita por iniciadores que hibridizam com a regido do gene hexon, o
mais altamente conservado no genoma de adenovirus (HERNROTH, et al., 2002).

A RT-nested-PCR tem sido empregada para a detec¢cdo do genoma viral de RV e
exibe sensibilidade e especificidade altas, fundamentando-se na amplificacédo
enzimatica dos genes VP7 (tipo G) e VP4 (tipo P), utilizando iniciadores consensuais
especificos (GOUVEA, et al., 1990; GENTSCH, et al., 1992; DAS, et al., 1994). Uma
variacdo dessa técnica reside na RT-gPCR, que € mais sensivel e que permite

guantificar a carga viral nas amostras. A regido do genoma que tem sido utilizada
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para detec¢cdo e quantificagcdo de rotavirus para ensaios de RT-gPCR é a do gene
NSP3 (ZENG, et al., 2008).

De fato, ainda ndo existe um protocolo Gnico para deteccdo de todos os virus. E
necessario que as pesquisas tenham continuidade e busquem o desenvolvimento de
protocolos para ensaios moleculares eficientes e acessiveis para serem utilizados na
rotina da avaliacdo virolégica Em se tratando de monitoramento ambiental, é
importante também estabelecer um indicador viral “universal” que seja capaz de
monitorar a presenca de todos os virus patogénicos e de garantir uma boa qualidade
da agua destinada ao consumo humano em termos de seguranca virolégica
(BOSCH, 1998).

3.5 O sistema estuarino e 0 manguezal da Baia de Vitéria

Os estuérios sao considerados ambientes aquaticos costeiros onde ha fluxo de agua
doce com efeito diluidor das aguas marinhas. Esses ambientes possuem conexao
com o mar aberto, apresentam grande diversidade fisiografica e condicbes
hidrodindmicas variaveis (CAMERON; PRITCHARD, 1963 apud SCHETTINI, et al.,
2000). Sua geomorfologia esta associada as marés e a descarga fluvial, que geram
padrbes de circulacdo especificos para cada estuario. Em consequéncia, 0s
estuarios podem atuar como filtros ou como exportadores de nutrientes para a zona
costeira adjacente. Mudancas nas condi¢bes hidrodinAmicas estuarinas podem
acarretar em alteracfes severas no comportamento de um determinado estuario em

relacdo ao aporte de matéria recebida (SCHETTINI, et al., 2000).

Em regides abrigadas, como estudrios, baias e lagunas, se desenvolvem
ecossistemas tipicamente costeiros, chamados de manguezais. Esses ecossistemas
apresentam condi¢cfes propicias para alimentacao, protecéo e reproducdo de muitas
espécies animais, sendo considerados importantes transformadores de nutrientes
em matéria organica. Em todo o planeta, 0os ecossistemas manguezais ocupam

cerca de 70% da regido costeira tropical e subtropical (CINTRON, et al., 1985).

Diversas caracteristicas foram descritas como determinantes para distribuicdo dos

manguezais, tais como a temperatura meédia do més mais frio superior a 20 °C,
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substrato lamoso, ambiente costeiro abrigado, presenca de agua salgada, grande
amplitude de marés, costa rasa e presenca de correntes oceanicas com
temperaturas favoraveis (WALSH, 1974).

Esse ecossistema é utilizado como local de desova e abrigo de grande parte da
populacdo de peixes. Durante a maré cheia, 0 manguezal retém agua e nutrientes,
devolvendo os recursos durante a maré baixa. Também podem armazena-la nas
épocas de elevada pluviosidade, além de possuir fontes de alimentacdo para
populagdes ribeirinhas (BRAZ; FILHO, 2001).

Ao longo da costa brasileira, a maior parte dos manguezais esta associada a regidoes
estuarinas (HERZ, 1991). O Brasil possui de 10.000 a 25.000 km? de manguezais,
(YOKOYA, 1995). Do Amapa até Santa Catarina sdo encontrados ao longo de todo
o litoral, margeando estuarios, baias, lagunas e enseadas (Figura 9). Os estados do
Maranh&o, Para, Amapa e Bahia, nessa ordem, sdo 0s que possuem maiores areas
de manguezais, e juntos somam mais de 80% do total brasileiro; sendo que somente
0 Maranhao apresenta cerca de 40% dessa extensao (KJERFVE; LACERDA, 1993).

Floresta Amazdnica
Mata Atlantica
Cerrados
Caatinga
Campos
" Pantanal

“l Restingas e Manguezais

Figura 9. Distribuicho dos biomas ao longo da costa brasileira (Fonte:

http://educar.sc.usp.br/ciencias/ecologia/ecologia.html).

No estado do Espirito Santo, os manguezais mais extensos sdo encontrados no
estuario da Baia de Vitdria e nos rios Piraqueacu, Sao Mateus, Benevente e
ltabapoana (VALE; FERREIRA, 1998). A llha de Vitoria (Figura 10) esta situada em

uma regido estuarina, formada pela desembocadura dos rios Santa Maria da Vitoria,
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Jucu, Bubu, Itangua, Marinho e Aribiri (SA, 1995). A Baia de Vitoria é a parte
principal desse complexo sistema estuarino tropical e apresenta dois canais de
comunicacdo com o mar: o Canal da Passagem e o Canal do Porto (BASTOS;
QUARESMA, 2007). Em quase todo seu entorno é encontrada regido de manguezal.
O maior manguezal urbano do Estado estd localizado nessa regido, ao lado do
bairro llha das Caieiras, com uma area de aproximadamente 891 hectares (PMV,
2009), onde a largura da baia chega a 1,60 km, com cerca de 4 m de profundidade
(RIGO, 2004).

7762000

7760000

7758000

BAIADO
ESPIRITO SANTO

Rio Bubu
7756000

7754000 g B

Santo
Anténio

Porto de Vitoria,

Gai = Porto P
7752000 W - a’n¢/7\ “do ¢ r\/\mtponta de

Sta. Luzia
Rio Aribiri &=
7750000 7 )
Vila Velha

7748000

- A . . .
356000 358000 360000 362000 364000 366000 368000 370000 372000

Areas de Espelho D'Agua : Areas de Manguezal
Figura 10. Localizagdo do sistema estuarino da Baia de Vitéria, ES, Brasil (Fonte:
VERONEZ, et al., 2009).

O ecossistema manguezal da llha de Vitéria vem sendo intensamente impactado,
principalmente em virtude do crescimento populacional desordenado. As
comunidades séo formadas no interior das regides de manguezal, como observado

nos bairros Sao Pedro, Santo Antonio, Maria Ortiz e Aribiri.
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Em estudo realizado por Jesus e colaboradores (2004), alguns locais da Baia de
Vitoria foram classificados como contendo baixo teor de oxigénio dissolvido na agua,
em consequéncia do descarte de esgoto organico sem tratamento. Nos manguezais
de Vitdria, varias espécies sio utilizadas pela populacéo local para alimentacéo (SA,
1995). Existem diversos restaurantes que ficam a margem da baia e sdo conhecidos
por servirem pratos tipicamente capixabas, como a moqueca, ostra e sururu, além

de outros frutos do mar e utilizam também os animais desse ecossistema.

A faixa urbana da regido ocupa uma area aproximada de 3.600.782 m2 (PMV, 2009),
com uma populacdo de aproximadamente 33.746 habitantes (IBGE, 2010). O
ambiente local recebe um aporte de efluente sanitario sem tratamento, além de
esgotos tratados por duas grandes Estacbes de Tratamento de Esgotos (ETE),
situadas em Vitoria, no vale de Mulemba e em Jardim Camburi. Somente o Canal
dos Escravos recebe esgoto tratado proveniente da ETE de Camburi. Segundo a
Companhia Espirito Santense de Saneamento (CESAN), 14.990 ligacdes (40,54%
do total dos pontos disponiveis) ainda precisam ser efetuadas pelos moradores da
capital. Se as quase 15 mil ligacbes forem feitas, 6.907.382 litros de esgoto por dia
deixardo de ser langados diretamente na natureza. Além de minimizar o problema
gerado pelo esgoto produzido no municipio de Vitoria, a acdo possibilitaria diminuir o
impacto sofrido pelo meio ambiente. Contudo, seria necessario que isso também
ocorresse nas cidades vizinhas, como Vila Velha, Cariacica e Serra, para que o mar
e a Baia de Vitéria deixem de receber esse aporte constante de esgoto nao tratado.
Nos demais municipios da Regido Metropolitana da Grande Vitéria, grande parte do
esgoto produzido ainda é lancado no mar. Atualmente um projeto de instalacdo de
uma ETE na regido da llha das Caieiras encontra-se em fase final de aprovacéo pela
prefeitura de Vitdria, o que podera reduzir a carga de esgoto doméstico despejada

no ecossistema aquatico da regido (PMV, 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

O presente estudo foi realizado na area estuarina situada adjacente a regido de Sao
Pedro (Figura 11 e 12), que ocupa uma area de cerca de 3.600.782 m2 (PMV, 2009),
com uma populacdo de aproximadamente 33.746 habitantes (IBGE, 2010), estando
a 4 km do centro da cidade. Esse estuario esta localizado na Baia de Vitoria, que
fica entre os municipios de Vitoria, Vila Velha, Cariacica e Serra, nas coordenadas
20°15’'S — 40°22'W e 20°20’'S — 40°16’'W. Os principais rios que desaguam no local
sdo os rios Bubu e Santa Maria da Vitoria, sendo que o ultimo é o principal
contribuinte de agua doce para a Baia de Vitoria (FERREIRA, 1989).

Figura 11. Imagem de satélite dos sitios de coleta de agua no manguezal da Baia
de Vitéria, destacando a regido de Séo Pedro, Vitoria, ES (Fonte: Google
Earth, 2012, modificado).
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Figura 12. Mapa do municipio de Vitdria subdividido em regides (I a VI,

destacando a regiao

VI (Fonte:

http://www.vitoria.es.gov.br/regionais/principal/reg7.asp).

4.2 Coleta das amostras de aguas superficiais

As coletas de &guas superficiais foram realizadas mensalmente em 4 sitios
georreferenciados (Quadro 13, Figura 17), utilizando aparelho GPS (GPSMAP®76,

Garmin), no periodo de setembro de 2011 a agosto de 2012. O critério para selecdo

dos pontos de coleta de agua foi obtido com base em informacdes disponibilizadas

pelos pescadores da regidao sobre os locais de pesca e de emissdo de esgoto

sanitario ndo tratado no ambiente, além de resultados de pesquisas realizadas

anteriormente na mesma area de estudo (JUSTINO, 2009).

Quadro 13. Caracterizacdo dos sitios de coleta de aguas superficiais da Baia de

Vitdria, Espirito Santo, Brasil.

Sitio de . Coordenadas
Descricao g
coleta geograficas
) ) L S 20°15°64
1 Foz do rio Santa Maria da Vitoria W 40°19°96
5 Entre a foz dos rios Santa Maria da Vitoria e S 20°16°26
Bubu W40°20°63
. ) . S 20°16°59
3 Cais do bairro Ilha das Caieiras W 40°20°21
o ’
4 Foz do rio Bubu S 20°16'52

W 40°21°08
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As amostras de agua foram coletadas de forma manual em aproximadamente 10 cm
de profundidade da coluna d’agua. As coletas foram feitas em periodo matutino, com
a maré de 0,8 m enchente, previamente calculada pela consulta a tabua de maré
obtida no Banco Nacional de Dados Oceanograficos (BNDO, 2012). Essa altura foi
adotada para viabilizar também a coleta de espécies de bivalves de um projeto que
foi desenvolvido na mesma época. A partir do més de outubro de 2011, a maré
adotada foi de 0,3 m enchente, para auxilio nas coletas de outro projeto, desta vez

para coletas de sedimento nos mesmos pontos georreferenciados.

4.3 Andlises dos parametros fisico-quimicos da agua

Para todas as analises realizadas no LABSAN/UFES, as amostras de agua foram
coletadas em frascos de vidro &mbar estéreis e armazenadas em caixas de isopor
contendo gelo para conservagao do material.

A fim de se caracterizar a qualidade da agua superficial do manguezal estudado,
foram realizadas as seguintes analises fisico-quimicas: pH, oxigénio dissolvido (OD),

temperatura, salinidade, condutividade e turbidez (Quadro 14).

Quadro 14. Analises fisico-quimicas e seus respectivos métodos analiticos.

Variavel Equipamento Método Analitico Referéncia
oH gg’;gﬁgj bancada DM- | 21t ometrico APHA (2005)
OD (mg L™ Titulométrico (Winkler) | APHA (2005)
;I;((a:r)nperatura Termometro Termometria APHA (2005)
Salinidade (%0) | Salindmetro Bioprix Refratometria APHA (2005)
Condutividade | Condutivimetro Jenco Potenciométri APHA (2005)

i otenciométrico
(uS/cm?) eletronics, 1671
, Turbidimetro e
Turbidez (UNT) microprocessado Alfakit Nefelométrico APHA (2005)
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4.4 Andlises de coliformes termotolerantes e Enterococci da agua

As quantificacbes de coliformes termotolerantes e Enterococci foram realizadas
através da metodologia da Membrana Filtrante (MF), conforme estabelecido pelo
APHA (2005) para andlises de agua (Figura 13).

Amostra de agua (100 mL)

v

10 mL da amostra + 90 mL agua de diluigao

v

Filtragdo a vacuo da membrana
de nitrocelulose 045 um

|
v v

Transferéncia da membrana
parameio agar m-FC

Transferéncia da membrana
parameio agar ME

{coliformes termotolerantes) (Enterococc))
v v
Crescimento em estufa Crescimento emn estufa
24 hi44 5 °C 48hi44 5°C
v v
Contagem de colénias Transferéncia da membrana
(UFC 100 mL:1) parameio agar EIA

termotolerantes e Enterococci nas amostras de aguas superficiais.

v

Crescimento em estufa
20 minf44 5 °C

v

Contagem de colénias
(UFC 100 mL1)

Figura 13. Fluxograma das etapas realizadas na quantificacdo de coliformes
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4.5 Amostras clinicas e populacéo de estudo
4.6.1 Definigao de caso

Na presente pesquisa, foi realizado um estudo descritivo dos casos de gastroenterite
infantil. Adotou-se como diarreia a ocorréncia de trés ou mais dejecdes liquidas ou
amolecidas, com ou sem sangue, num periodo de 24 horas. Considerava-se
terminado o episddio quando eram constatados trés ou mais dias sem diarreia
(CDC, 2003). O grupo participante do estudo foi constituido por criancas® residentes
na regidao de Sao Pedro e atendidas na Policlinica de Sdo Pedro ou na Unidade de

Saude da llha das Caieiras (Figura 14).

Figura 14. Vista frontal dos locais de atendimento da populacéo infantil da regido de
Sao Pedro, Vitéria-ES. A) Policlinica de Sao Pedro; B) Unidade de Saude
da Ilha das Caieiras.

O convite a pesquisa se deu através do termo de consentimento (Apéndice 3) aos
pais ou responsaveis pelo menor, onde foi explicado o objetivo do estudo, bem como
sua importancia e necessidade. Na abordagem, os responsaveis pela crianca foram
guestionados sobre a ocorréncia da diarreia, além de outros sintomas associados
(Apéndice 4).

1segundo o Estatuto da Crianca e do Adolescente, lei n® 8.069, de 13 de julho de 1990, artigo 2°, “considera-se

crianga, para os efeitos desta Lei, qualquer pessoa até doze anos de idade incompletos (...)".
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Apébs o término da entrevista, 0s responsaveis receberam um recipiente para coletar
as fezes (potes plasticos para analise viral), com o numero de identificacdo da
crianca e o numero de telefone do LABSAN (Laboratério de Saneamento da
UFES).As fezes coletadas foram entregues nas Unidades de Saude, armazenadas a
4 °C e encaminhadas ao LABSAN da UFES.

4.5.2 Tamanho da amostra

O estudo foi desenvolvido na regido de Sao Pedro, cuja populacdo é de
aproximadamente de 35.000 pessoas. Para a realizacdo do calculo amostral, foi
utilizada a ocorréncia de infeccBes intestinais notificadas ao Sistema Unico de
Saude (SUS) em criancas da regido. Assumindo-se um estudo descritivo, o célculo
do tamanho da amostra para um nivel de confianca de 95% foi de 130 criancas.

4 5.3 Critérios de inclusao e excluséo

Os critérios de inclusdo considerados no presente estudo foram os seguintes: ter no
maximo 12 anos de idade, ser residente da regido de S&o Pedro (localidade situada
proximo ao manguezal), ter diarreia num prazo de até 24 horas anterior ao registro
na Unidade de Saude e ser cadastrado na Policlinica de Sdo Pedro ou na Unidade
de Saude da llha das Caieiras. Foi excluida do estudo a crianga que ndo teve

autorizacéo para participar da pesquisa ou ndo entregou a amostra fecal.

4.5.4 Aspectos éticos da pesquisa

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), sob o n° 41/2011 (Apéndice 1). A coleta de fezes
da populacao infantil foi autorizada pela Escola Técnica e Formacédo Profissional de
Saude (ETSUS) (Apéndice 2), da Secretaria Municipal de Saude (SEMUS),
vinculada a Prefeitura Municipal de Vitéria (PMV). O estudo foi desenvolvido com
criangas de até 12 anos, porque as infecgbes intestinais sdo mais comuns e
significativas na infancia, principalmente a partir do desmame, devido aos prejuizos

gue essas infec¢des provocam no desenvolvimento da crianca.
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4.6 Analises de virus entéricos em aguas superficiais e fezes humanas

A deteccéo de virus entéricos foi realizada por amplificacdo do acido nucléico viral,

de acordo com as seguintes etapas do fluxograma abaixo (Figura 15).

Amostra de agua Amostra de fezes
(1L) (0,50)
v v
a) Adsorcéao/eluicao Suspenséo
(KATAYAMA, et al., 2002) fecal 10%
I |
v
b) Extracao de &cidos nucleicos (BOOM, et al., 1990)
v
c) Sintese de cDNA (ITURRIZA-GOMARA, et al.,
I
v v
d) Nested PCR PCR em Tempo Real
v
Eletroforese em gel
de agarose

Figura 15. Esquema geral das etapas para deteccdo de particulas virais em
amostras de aguas superficiais e fezes humanas (a- concentragcédo e
suspensao; b- extracdo de acido nucleicos; c- transcricdo reversa; d-

ensaios moleculares para deteccdo e quantificacdo do acido nucleico
viral).



66

4.6.1 Preparacdo das amostras para os ensaios moleculares de deteccdo do

acido nucleico viral

a) Concentracdo das amostras de agua

Na Figura 16, sdo descritas as etapas realizadas para concentracdo das amostras
de &gua, de acordo com o método proposto por Katayama et al. (2002).
Considerando-se que as amostras de dgua deste estudo foram diferentes daquelas
utilizadas por Katayama et al. (2002), foram introduzidas algumas modificacdes na

metodologia para adequa-la as condicGes de aguas nao salinas.

Amostra de agua (1 L)

v

Filtragdo em membrana HA (0,45
pUm) negativamente carregada

v

Remocéo do excesso de ions
(H,SO4 0,5 mM, pH 3,0)

v

Eluicdo (NaOH 1mM, pH 10,0)
v

Neutralizacdo (H>,SO, 50 mM e TE 100X)

v

Armazenamento em tubo Falcon 50

v

Ultrafiltracdo em tubo

Figura 16. Esquema para concentracdo de particulas virais em amostras de agua
(KATAYAMA, et al., 2002, modificado).

As amostras de 1 L foram filtradas através de um sistema a vacuo (Figura 17) com
membrana carregada negativamente (Millipore) com 142 mm de diametro e 0,45 um
de porosidade. Foi adicionado a cada amostra 1000 mL de tamp&o Tris/Ca*?pH=7,2
e em seguida a solucéo foi filtrada em uma membrana de 1,2 um para retirada dos

sélidos com maior diametro. O pH foi ajustado para 3,0 e 3,5 com HCI 10N e a
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amostra foi filtrada em membrana com porosidade de 0,45 pm. ApoOs esse
procedimento, o filtrado ndo foi mais utilizado. Em seguida, a membrana foi lavada
com 200 mL de H,SO, 0,5 mM. Depois da lavagem, a membrana foi eluida com 12
mL de NaOH 1 mM. O eluato foi filtrado e coletado em um becker contendo 50 pL de
H,SO, 50 mM e 50 pL de TE 100X para posterior armazenamento em tubo Falcon
de 50 mL. Entre uma amostra e outra, o sistema de filtrac&do foi descontaminado com
500 mL de solucao de hipoclorito 10% por 15 minutos, 1 L de solucdo de Na,S,0;
50 mgL™ e 1 L de 4gua destilada.

Figura 17. Sistema de filtracdo a vacuo (Millipore), constituido por uma (a) bomba a
vacuo, (b) recipiente para acondicionamento do volume de &gua da
amostra e (c) local para insercdo da membrana. Também é possivel

visualizar a amostra apos filtracdo (d).

AplGs a eluicdo ser finalizada, o eluato foi transferido para tubos Amicon Ultra-15
(Millipore), para realizagéo da técnica de ultrafiltracdo, que consiste em centrifugar a
amostra a 6700 x g a 4 °C até que o volume da amostra alcangasse
aproximadamente 400 pL. A amostra permaneceu em freezer a -80 °C até a

extracdo de 4cidos nucleicos.

b) Suspensao das amostras fecais (10%)

As suspensdes foram preparadas em capela de fluxo laminar com sistema de

exaustao destinada a este procedimento. Foi adicionado aproximadamente 0,5 g de
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amostra de fezes em 5mL de Tris/HCI 0,01M com 0,0015M de CaCl,, pH= 7,2 em
tubo de centrifuga, seguido de homogeneizacdo em vortex. A amostra foi
centrifugada a 1500 x G a 4 °C por 20 min. Em seguida, o sobrenadante foi coletado
e transferido (x 4 mL) para um frasco e o restante foi desprezado em hipoclorito de
sadio 5%. O material foi mantido a -20 °C até o momento da analise.

c) Extracdo dos acidos nucleicos

A extracdo de acidos nucleicos foi realizada seguindo instru¢cdes do protocolo
desenvolvido por Boom e colaboradores (1990). O método se baseia na adsorcao
dos acidos nucleicos em microparticulas de silica seguida de lise celular, utilizando-
se o tiocianato de guanidina/EDTA para dissociacao da ribonucleoproteina viral. Um

volume de aproximadamente 30 uL foi obtido ao final de cada etapa de extragao.

As moléculas de &cidos nucleicos extraidas foram submetidas a reacdo de
transcricdo reversa para a obtencdo do DNA complementar (cDNA). Esse
procedimento foi adotado, pois dois dos trés virus pesquisados possuem &cido

nucleico de tipo RNA (rotavirus e norovirus).

d) Reacéo de transcricao reversa para sintese de cDNA

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de acido nucleico extraido de
todas as amostras, conforme protocolo proposto por Ilturriza-Gomara e
colaboradores (1999). Foi adicionado 1 pL do iniciador randémico hexanucleotidico
pDN6™ (Amersham) a 5 pL de acido nucleico extraido, desnaturado a 97 °C por 7
min com 1 pL DMSO. Em seguida, foi feita uma mistura de reagéao adicionando-se 2
puL de cada dNTP (2,5 mM), 1,25 uL de MgCl, (50 mM), 0,3 pL de transcriptase
reversa (RT superscript 11 200U/uL), 11,95 pL de H,0 Milli-Q e 2,5 yuL 10X buffer a 42
°C por 1 hora, seguida de 95 °C por 10 min. Apds reacao, o cDNA foi armazenado

em freezer a temperatura de -20 °C, para posteriores ensaios de PCR e qPCR.
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4.6.2 Analises qualitativas por ensaios de PCR

Antes de cada etapa de amplificacdo do material genético por PCR, o DNA viral foi
guantificado em um espectrofotometro Amersham Pharmacia modelo Ultrospec
1000. Os programas das reacdes de PCR e nested-PCR para HAdV, RVA e NoVGlI
encontram-se detalhados nos Quadros 15 e 16, respectivamente.Todas as etapas

foram realizadas em um termociclador PTC-100, versao 7.0, MJ Research.

Quadro 15. Programa de ciclos para reacdes de 12 PCR de adenovirus humano

(HAdV), rotavirus grupo A (RVA) e norovirus genogrupo Il (NoVGII).

Etapa HAdV RVA NoVGlI
Desnaturacao 94°C/ 5min 94°C/ 5min 94°C/5min
94°C/ 20s 94°C/ 20s 94°C/ 30s
Anelamento e extensao | 60°C/ 20s »35x | 60°C/20s >35x | 50°C/1min -40x
72°C/ 30s 72°C/ 30s 72°C/ 30s
Extenséo final 72°C/ 7min 72°C/ 7min 72°C/ 7min

Quadro 16. Programa de ciclos para reacfes de nested-PCR de adenovirus

humano (HAdV), rotavirus grupo A (RVA) e norovirus genogrupo Il

(NoVGiII).
Etapa HAdV RVA NoVGII

Desnaturacao 94°C/ 5min 94°C/ 5min 94°C/5min

94°C/30s 94°C/30s 94°C/ 30s
Anelamento e 60°C/30s >35x | 60°C/30s 35x | 50°C/1min »40x
extensao

72°C/1min 72°C/1min 72°C/ 30s
Extensao final 72°C/ 5min 72°C/ 5min 72°C/ 7min

A amplificacdo dos fragmentos especificos de HAdV, RVA e NoVGII foi realizada
com 1,0 ug de DNA ou cDNA (Quadro 17). Apos a 1?2 reagcdo de PCR, 1 yL do
produto dessa andlise foi utilizado na reacdo de nested-PCR. Os iniciadores
utilizados encontram-se no Quadro 18. Para deteccdo de NoV, somente o
genogrupo Il (Gll) foi pesquisado, devido a prevaléncia mundial de Gll frente ao Gl
(LEES, 2000).
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Quadro 17. ConcentragOes finais dos reagentes da PCR convencional em cada

reacdo de amplificacéo do acido nucleico viral.

Virus PCR Tamp&ol0X | dNTP MgCl, Iniciadores TAQ
HAdV 12PCR 1X 200uM | 1,5 mM 0,4 uM 1U
nPCR 1X 200 uM 1,5 mM 0,4 uM 1U
RVA 12PCR 1X 200 uM 1,5 mM 0,24 uM 2U
nPCR 1X 200 uM | 3,5 mM 0,24 uM 2U

NoVGllI 12PCR 1X 200 uM 2,5 mM 0,4 uM 1,25U

nPCR 1X 200 uM 2,0 mM 0,4 uM 1,25U

HAdV=adenovirus humano; RVA=rotavirus grupo A; NoVGlI=norovirus genogrupo II;
nPCR=nested-PCR

Quadro 18. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores em cada reacdo de PCR

para deteccao de virus entéricos.

Virus PCR | Iniciadores Sequéncia* (5°>3’) Gene alvo | Referéncia
12PCR Hex1 GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC
Hex?2 CAGCACSCCICGRATGTCAAA Allard et al
HAdV e |__NeHex3 | GCCCGYGCMACIGAIACSTACTTC Hexon (2001)
NeHex4 CCYACRGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA
12PCR RV1 GTCACATCATACAATTCTAATCTAAG
RVA RV2 CTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTG VP7 Hafliger et
WPCR RV3 TGTATGGTATTGAATATACCAC al (1997)
RV4 ACTGATCCTGTTGGCCAWCC
13PCR SRII-1 CGCCATCTTCATTCACAAA
SRII-2 TWCTCYTTYTATGGTGATGATGA RNA Hafliger et
NoVGlI nPCR SRII-2 TWCTCYTTYTATGGTGATGATGA Polimerase | al (1997)
SRII-3 TTWCCAAACCAACCWGCTG

*Caodigo universal de nucleotideos degenerados (W=Aou T; Y=C ou T; K=G ou T; R=A ou G; S=C ou G; B=sem
A e N=A T, Cou G). HAdV=adenovirus humano; RVA=rotavirus grupo A; NoVGll=norovirus genogrupo II.

4.6.2.1 Eletroforese para visualizagao dos produtos de PCR

O tamanho dos fragmentos esperados apdés a PCR e nested-PCR podem ser
visualizados no Quadro 19 e na Figura 18. Em todas as reacdes foram utilizados
controles com amostras reconhecidamente positivas para todos os virus estudados,

e como controle negativo foi utilizada agua Milli-Q estéril.

Quadro 19. Tamanho esperado dos fragmentos amplificados por reactes de nested-

PCR em namero de pares de bases (pb).

Virus 12 PCR Nested-PCR

HAdV 301 171

RVA 1059 346
NoVGlII 514 203

HAdV=adenovirus humano; RVA=rotavirus grupo A; NoVGlI=norovirus genogrupo Il
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Adenovirus humano Rotavirus A Norovirus GlI

346 pb
171pb

203 pb

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 1,8% dos produtos da nested-PCR para

deteccdo de rotavirus, norovirus e adenovirus (M=marcador; C'=controle

positivo; C'=controle negativo; A=amostra).

4.6.3 Analises gquantitativas por ensaios de PCR em Tempo Real (QPCR)

A quantificacdo do numero de copias genbmicas dos virus presentes nas amostras
de aguas superficiais e de fezes foi realizada por PCR quantitativa (QPCR). Essa
etapa foi realizada em colaboragdo com o Laboratério de Virologia Comparada e
Ambiental (LVCA) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), da Fundacdo Oswaldo Cruz, na
cidade do Rio de Janeiro/RJ. Para essa analise, foi utilizado um sistema de PCR em
Tempo Real StepOne (Applied Biosystems, CA, EUA). O conjunto de iniciadores e
sondas, bem como o local de hibridizacdo no genoma e seus respectivos genes
alvos, estédo descritos no Quadro 20. Os programas dos ciclos para as reacdes de

gPCR podem ser observados no Quadro 21.
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Quadro 20. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e sondas utilizadas nas reacfes de PCR quantitativa (QPCR) para

deteccéo de adenovirus humano (HAdV), rotavirus grupo A (RVA) e norovirus genogrupo Il (NoVGII).

Iniciadores e sondas* (5’2 3’)

Virus Gene alvo Referéncia
Forward Reverse Sonda
CWTACATGCACATCKCSGG CRCGGGCRAAYTGCACCAG FAM-CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-TAMRA Hernroth et
HAdV (AdF) (AdR) (AdP1) Hexon al.
18.868 -18.887 18.919 -18.938 18.890 -18.917 (2002)
ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG GGTCACATAACGCCCCTATAGC VIC — NONE AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA — MGB
RVA (NSP3-F) (NSP3-R) (NSP3-P) NSP3 Zeng et
963 - 988 1.028 -1.049 995 -1.017 al.(2008)
NoV CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG TCGACGCCATCTTCATTCACA VIC-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-TAMRA juncéo da Kageyama
(Gl (COG2F) (COG2R) (RING2) ORF1- et al. (2003)
5.003 5.100 5.048 ORF2 '

*Caodigo universal de nucleotideos degenerados (W=Aou T; Y=Cou T; K=G ou T; R=Aou G; S=C ou G; B=sem Ae N=A, T, Cou G).
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Quadro 21. Programa de ciclos para reacdes de gPCR de adenovirus humano

(HAdV), rotavirus grupo A (RVA) e norovirus genogrupo Il (NoVGII).

Etapa HAdV RVA NoVGII
Ativacéo 50°C/ 2min 50°C/ 2min 50°C/2min
Desnaturacéao 95°C/ 10min 95°C/ 10min 95°C/10min
Anelamento/Extensio 95°C/ 15s 95°C/ 15s 95°C/ 15s

60°C/ 1min [ 40X | 60°C/ 1min [ 40X | 56°C/1min [ 40X

HAdV=adenovirus humano; RVA=rotavirus grupo A; NoVGII =norovirus genogrupo |

4.6.3.1 Construcédo da curva padrao de quantificacao absoluta

Para construcdo da curva padréo, fragmentos de interesse dos genomas dos virus
analisados foram clonados em vetores plasmidiais e inseridos em bactérias
Escherichia coli. As bactérias transformadas, contendo os plasmideos com
fragmentos dos genes virais de interesse, foram gentiimente cedidas pelo
Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA) do Instituto Oswaldo Cruz
(I0C), da Fundacao Oswaldo Cruz/RJ.

Para o procedimento de construcdo da curva padrdo, 25 pL das bactérias
previamente transformadas com os plasmideos contendo os insertos de interesse
foram cultivadas em 5 mL de meio LB (Luria-Bertani)/ampicilina (100 pg/mL) a 36 °C
sob agitacdo, por aproximadamente 12 h. Em seguida, uma aliquota de 50 pyL das
bactérias foi transferida para um frasco com 10 mL de meio LB, acrescido de 20 pL
de ampicilina (100 pg/mL), e mantida a 36 °C sob agitacdo, por aproximadamente 12
horas.

Quando o crescimento bacteriano encontrava-se em fase logaritmica (D.O.g0 €ntre
1,5 e 5,0), foi feita a extracdo dos plasmideos com o kit de extracdo de plasmideos
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche). As bactérias foram armazenadas em
glicerol, utilizando aliquotas de 2 mL, sendo 1,8 mL de meio LB contendo a bactéria

transformada e 0,2 mL de glicerol.

Os plasmideos foram quantificados em espectrofotdmetro Ultrospec 1000

(Pharmacia Biotech) aplicando-se a férmula abaixo:
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N° de copias = [g/uL] x 6,023 x 102 (Fauagde 1)

pb x 660

Sendo que:
pb = pares de base (tamanho do inserto)
6,023 x 10?® = constante de Avogadro

660 g/mol = peso molecular médio de 1 pb de DNA

Antes do célculo, a concentracdo de DNA foi transformada de pg para g.

A partir do numero de cépias de genoma obtido (Equacéo 1), foi feito o calculo para
a curva padrao, utilizando a Equacao 2 abaixo:

CoVs = CoVs (Equacao 2)

ApOs realizagéo dos célculos, a curva padréo foi submetida a diluigbes seriadas de
razdo constante igual a 10. Os valores de CT (cycle threshold; ciclo que ultrapassa o
limiar de deteccao), obtidos a partir da gPCR, foram usados para calcular a
guantidade de copias gendmicas, interpolando as curvas padrdes para criar valores
lineares nas analises quantitativas. A conversao dos resultados quantitativos obtidos
diretamente na qPCR, expressos em numeros de copias gendmicas por ciclo, estdo

detalhados no préximo topico.

4.6.3.2 Conversao do numero de cépias gendbmicas (cg) por ciclo de gPCR em
numero de copias genémicas por 100mL de &gua ou por grama de

fezes
Os resultados quantitativos obtidos diretamente na gPCR s&80 expressos em
nameros de copias gendmicas (cg) por ciclo. Para a conversao desse valor em

cg/100 mL de &gua ou cg/g de fezes, foi preciso seguir a Equacgéo 3 abaixo:

N° de copias gendmicas = (X * K) (Equacéao 3)
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Sendo que:
X= numero de copias gendmicas obtidas na reacdo de qPCR

K= constante (fator de multiplicacdo das etapas anteriores)

O valor das constantes foi diferente nas duas matrizes (Apéndices 5 e 6). As
equacdes para os calculos do niumero de cépias gendmicas nas amostras de agua e
fezes séo as sequintes:
€g/100 mL de agua = (X * 60) /10) (Equacéo 4)
cg/g de fezes = (X * 600) (Equacéao 5)

4.7.4 Sequenciamento de DNA e anélises filogenéticas

Os produtos obtidos na nested-PCR foram purificados com a enzima ExoSAP® para
remocao dos dNTPs indesejados e dos iniciadores de produtos de PCR, conforme
instrugbes do fabricante (GE Healthcare LifeSciences, Pittsburgh, PA, EUA). As

reacdes de sequenciamento foram realizadas com o uso do BigDye® Kit v.3.1

(Applied Biosystems™, Foster City, CA, EUA), em um unico sentido, no

sequenciador automéatico ABI 3500 Genetic Analyzer® (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA). As reacdes de sequenciamento foram realizadas
em colaboracdo com o Nucleo de Genética Aplicada a Conservacdo da
Biodiversidade (NGACB/UFES).

Apés o sequenciamento, foi feito um alinhamento multiplo das sequéncias de DNA

viral obtidas com as sequéncias protoétipos de referéncia disponiveis no banco de

dados online GenBank, utilizando o programa BioEdit®. Em seguida, o alinhamento
das sequéncias de DNA foi utilizado para construgéo das relacdes filogenéticas no
programa MEGA 4.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), pelo método
neighbor-joining. As arvores filogenéticas foram construidas com um bootstrap de

2.000 repeticoes.
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4.7 Andlises estatisticas

Foi utilizada a estatistica descritiva para apresentacdo dos resultados das analises
fisico-quimicas (média, mediana, desvio padrdo, minimo e maximo) e das andlises

microbiolégicas (média geométrica, mediana, minimo e maximo).

A fim de correlacionar os parametros fisico-quimicos com as variaveis
microbiolégicas da agua (presenca de virus e de bactérias indicadoras de poluicdo
fecal), foi aplicada a correlacdo de Spearman. Os casos positivos para 0s virus
entéricos na populacdo infantil foram analisados conforme as caracteristicas
demograficas e clinicas do questionario. As prevaléncias foram calculadas para cada
fator de risco de interesse, com a respectiva razdo de chances (Odds ratio) e o
correspondente intervalo de confiangca (IC95%). Para avaliagdo comparativa das
variaveis estudadas, foi empregado o teste qui-quadrado (x°) ou exato de Fisher,
com um nivel de significancia de 0,05. A avaliacdo da intensidade de concordancia
entre os méetodos de deteccdo do acido nucleico viral foi medida pelo teste de
Kappa, que tem por base o nimero de casos cujo resultado é o mesmo entre os
métodos (Quadro 22; LANDIS; KOCH, 1997). As andlises foram realizadas com
auxilio do programa STATA 11 (StataCorp LP, College Station, TX).

Quadro 22. Interpretacdo dos niveis de concordancia através do teste de Kappa
para escalas de dados categéricos (LANDIS; KOCH, 1997,

modificado).
Valores de Kappa | Concordancia

0,00 Auséncia

0,00 - 0,19 Muito fraca

0,20-0,39 Fraca

0,40 - 0,59 Moderada

0,60 - 0,79 Forte

0,80 - 1,00 Muito forte
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5 RESULTADOS

Nesse capitulo serdo apresentados os resultados obtidos das avaliagbes fisico-
guimicas e microbioldégicas das aguas superficiais da Baia de Vitéria e da
prevaléncia dos virus entéricos na populacéo infantil da regido de Sao Pedro, em
Vitoria, além da analise das relagdes filogenéticas entre as sequéncias gendmicas

dos virus detectados em ambas matrizes, ambiental e clinica.

5.1 Avaliacéo da qualidade da 4gua da Baia de Vitoria

5.1.1 Caracterizacéo fisico-quimica

Amostras de aguas superficiais foram coletadas mensalmente, por um periodo de 12
meses, em quatro sitios da Baia de Vitoria. Essas amostras de agua foram
caracterizadas de acordo com o0s seguintes parametros fisico-quimicos:
temperatura, pH, turbidez, salinidade, condutividade e oxigénio dissolvido. O
resultado da estatistica descritiva dos parametros analisados e da pluviosidade

mensal acumulada na regido esta apresentado na Tabela 1.

N&o foram observadas diferencas significativas individualmente entre os 4 pontos de
coleta de agua com relacdo aos parametros fisico-quimicos avaliados no presente
estudo (dados nédo apresentados); dessa forma, optou-se por agrupar esses

resultados (n = 4) estratificados nos respectivos meses de coleta.

Com excecao dos resultados obtidos para oxigénio dissolvido, os outros parametros
avaliados praticamente ndo apresentaram diferencas em seus resultados ao longo
do ano. As medidas de pluviosidade mensal foram utilizadas a fim de verificar se
existia diferenca entre os resultados nos periodos seco e chuvoso, e foi
demonstrado que essa variavel ndo interferiu significativamente (p>0,05) nos valores

dos parametros fisico-quimicos da agua.
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Tabela 1. Resultados de estatistica descritiva da pluviosidade mensal e parametros

fisico-quimicos das amostras de aguas superficiais durante 12 meses de

monitoramento (média dos 4 sitios de coleta, n= 4).

Més Pluvi. Temp. oH Turbidez Salinid. Condutz. oD
(mm) °C) (UNT) (o)  (uS/cm®)  (mg L)

set/11 124,0 22,5 7,4 9,5 21,8 31,7 3,7
out/11 175,6 24.8 7,0 13,3 19,3 21,5 3,9
nov/11 256,6 24.0 7,0 n.a. n.a. 25,1 5,1
dez/11 264,6 25,5 7,0 7,1 10,3 13,5 3,5
jan/12 406,0 26,0 7,2 26,4 0,8 3,1 2,8
fev/12 85,2 27,0 7,3 6,6 17,3 14,9 8,4
mar/12 33,0 26,0 6,7 8,9 19,5 15,7 8,0
abr/12 20,8 22,6 7,1 8,1 18,8 15,6 8,1
mai/12 323,4 22,6 6,9 6,9 11,8 12,9 8,5
jun/12 101,0 26,0 7,4 15,9 16,5 15,5 3,1
jul/12 45,2 22,6 6,6 9,4 19,8 16,8 3,9
ago/12 257,7 23,5 6,8 n.a. 8,0 11,4 7,8
Média 174,4 24,4 7,0 11,2 14,9 16,5 5,6
Mediana 149,8 24,4 7,0 91 17,3 15,6 4,5
D.P. 125,7 1,6 0,2 6,1 6,4 7,1 2,4
CV.(%) 721 6,7 3,6 54,5 43,2 43,4 42,6
Maximo  406,0 27,0 7,4 26,4 21,8 31,7 8,5
Minimo 20,8 22,5 6,6 6,6 0,8 3,1 2,8

Puvi.= pluviosidade mensal; Temp.= temperatura; Salinid.= salinidade; Condut.= condutividade;

D.P.=desvio padrdo; C.V.=coeficiente de varia¢do; n.a.=nédo analisado

5.1.2 Avaliacédo microbiologica

5.1.2.1 Bactérias indicadoras de poluicao fecal

As analises microbiolégicas das amostras de aguas superficiais coletadas na Baia

de Vitéria revelaram que o ambiente aquatico estudado estava com valores médios

elevados dos indicadores bacterioldgicos de poluicdo fecal. A Figura 19 apresenta

os resultados do monitoramento mensal das analises de coliformes termotolerantes

e Enterococci das amostras de &guas superficiais. As concentracdes médias

méaximas de coliformes termotolerantes e Enterococci foram 3,6 x 10° e 7,1 X 10°

UFC por 100 mL™* de &gua, respectivamente. Em valores absolutos, as bactérias

coliformes termotolerantes e Enterococci tiveram suas concentracfes maximas na

ordem de 2,4 x 10* e 1,5 x 10* UFC por 100 mL™ de agua, respectivamente.
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Figura 19. Resultado médio dos quatro sitios de coleta agrupados do
monitoramento mensal de coliformes termotolerantes e Enterococci
(UFC 100 mL™), nas amostras de &guas superficiais da Baia de
Vitéria, ES, bem como seus limites preconizados pela resolugédo n°
357, de 2005, do CONAMA.

Os resultados das concentracfes de coliformes termotolerantes e Enterococci
nas amostras de &aguas superficiais foram estratificados para analise dos
periodos seco e chuvoso (Figura 20). Foi possivel identificar apenas pequenas
diferencas entre as concentracdes dos microrganismos nesses periodos,
evidenciando que ambos indicadores bacteriol6gicos de poluicdo fecal nao
foram significativamente diferentes quando comparados nessas estacoes
(coliformes termotolerantes, p = 0,1766 e Enterococci, p = 0,0968; teste de
Wilcoxon).
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Figura 20. Box plot (n= 24) das andlises de coliformes termotolerantes e Enterococci

Periodos

(UFC 100 mL™) das amostras de &guas superficiais do manguezal da
Baia de Vitdria, nos periodos seco e chuvoso (Letras diferentes no

gréfico indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Wilcoxon).

Apo6s o periodo de monitoramento realizado, verificou-se que existem densidades
elevadas de bactérias indicadoras de contaminacédo fecal nas aguas superficiais da

Baia de Vitoria, indicando uma baixa qualidade microbiologica desse ambiente.

5.1.2.2 Virus entéricos

Quarenta e oito amostras de aguas superficiais foram concentradas e analisadas
para deteccdo e quantificacdo de virus entéricos por ensaios de PCR convencional e
PCR em Tempo Real. Foram realizadas andlises dos genomas de RV A, NoV Gll e
AdV humano. Em 34 amostras de agua (71%), foi detectado pelo menos um tipo de
virus. O virus mais frequentemente detectado foi o RVA, com 56% das amostras
positivas, seguido de NoV (31%) e HAdV (29%) (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de amostras positivas de virus entéricos detectados em amostras

de aguas superficiais (n= 48) em 4 sitios de coleta da Baia de Vitoria.

n (%)
Positivo Negativo
Pelo menos 1 virus detectado 34 (71%) 14 (29%)
Rotavirus A 27 (56%) 21 (77%)
Norovirus GlI 15 (31%) 33 (69%)
Adenovirus 14 (29%) 32 (71%)

Virus entéricos
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As amostras positivas de virus entéricos obtidas nas amostras de aguas superficiais
foram estratificadas entre os periodos seco e chuvoso. Os dados pluviométricos
fornecidos pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extenséo
Rural (INCAPER) foram utilizados para definicdo dos periodos seco e chuvoso. Os
meses de setembro de 2011 a janeiro de 2012 foram considerados periodos
chuvosos (1484,5 mm de chuva), enquanto os meses de fevereiro a julho de 2012
compreenderam o periodo seco, com precipitacdo acumulada de 608,62 mm de
chuva. O gréfico com os resultados da frequéncia (%) de deteccao de virus entéricos
nas amostras de aguas superficiais ndo demonstrou um padrdo de sazonalidade.
Contudo, ha uma tendéncia maior de deteccdo de RV no periodo chuvoso e de NoV

no periodo seco (Figura 21).
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Figura 21. Monitoramento de virus entéricos em aguas superficiais e valores
acumulados de precipitacdo, estratificados nos periodos seco e
chuvoso de setembro/2011 a agosto/2012.

Os virus entéricos foram detectados nas amostras de aguas superficiais em
praticamente todo o periodo de monitoramento (11/12 meses, 91,6%), mesmo nos
meses em que os indicadores bacterianos de poluicdo fecal se encontravam em
baixas concentracdes ou dentro dos limites maximos preconizados pela legislacéo

ambiental.
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A Tabela 3 sumariza os resultados adquiridos da detec¢do do acido nucleico viral,
obtido pelas técnicas de PCR qualitativa e quantitativa nas amostras de aguas
superficiais. Os valores apresentados da quantificacdo absoluta pela técnica de
gPCR correspondem a média geométrica do niumero de cépias gendmicas (cg) virais
por 100 mL de amostra de 4gua analisada. Os dados de quantificacdo dos virus
entéricos obtidos mostram que o RVA, além ter sido o virus detectado com maior

frequéncia nas amostras de agua, foi também encontrado em maior quantidade
meédia no ambiente (Figura 22).
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Figura 22. Resultado do numero de cépias gendmicas dos virus entéricos avaliados

em amostras de aguas superficiais da Baia de Vitéria, ES, durante 12
meses de monitoramento.
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Tabela 3. Deteccao de virus entéricos por técnicas moleculares (QPCR e n-PCR) em

amostras de aguas superficiais, durante um ano de monitoramento (n=4).
n-PCR

Virus Més qPCR (positivo/total)
(média; cg 100mL™)  (positivo/total)
set/11 2,7 x 10° 1/4 0/4
out/11 9,2 x 10* 4/4 1/4
nov/11 3,0 x 102 1/4 0/4
dez/11 1,8 x 10* 1/4 0/4
jan/12 0 , 0/4 0/4
fev/12 2,7x10 1/4 1/4
HAdV mar/12 4,6 x 10° 1/4 1/4
abr/12 0 0/4 0/4
mai/12 0 0/4 0/4
jun/12 0 0/4 1/4
jul/a2 3,2x10" 214 214
ago/12 1,6 x 10° 1/4 0/4
Média 2,3 x 10* Total 12/48 Total 6/48
RT-qPCR RT-nPCR
Virus Més (positivo/total)
(média; cg 1OOmL'1) (positivo/total)
set/11 4,3x10° 4/4 0/4
out/11 9,3x10° 4/4 1/4
nov/11 8,0 x 107 4/4 2/4
dez/11 1,2 x 10° 4/4 1/4
jan/12 9,0 x 10" 3/4 1/4
RVA fev/12 4,6 x 10? 1/4 0/4
mar/12 1,4 x 10° 1/4 0/4
abr/12 0 0/4 0/4
mai/12 0 0/4 0/4
jun/12 1,2 x 10* 1/4 3/4
jul/12 2,3 x 107 3/4 3/4
ago/12 0 0/4 0/4
Média 3,4 x 10° Total 25/48 Total 11/48
RT-qPCR RT-nPCR
Virus Més (positivo/total)
(média;cg 100mL™)  (positivo/total)
set/11 0 0/4 0/4
out/11 1,5 x 10* 1/4 0/4
nov/11 0 0/4 2/4
dez/11 1,7 x 10* 1/4 0/4
jan/12 1,2 x 10° 0/4 0/4
fev/12 0 0/4 2/4
NOVGIL 1 ar12 0 0/4 2/4
abr/12 0 0/4 0/4
mai/12 2,0 x 10* 2/4 0/4
jun/12 1,6 x 10" 3/4 0/4
jul/a2 1,1 x 10" 1/4 1/4
ago/12 0 0/4 0/4
Média 6,9 x 10* Total 8/48 Total 7/48

cg = coOpias gendmicas
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Na analise comparativa entre as técnicas moleculares de detec¢éo do acido nucleico

viral (PCR convencional e gPCR) nas amostras de aguas superficiais, nao foi

possivel observar concordancia entre as técnicas para nenhum dos virus estudados

(RVA, Kappa = 0,2666; HAdV, Kappa = 0,3333; NoVGII, Kappa = -0,1842) (Tabelas

4, 5 e 6). O fato demonstra que essas técnicas sdo complementares e o mais

indicado € que sejam utilizadas em conjunto quando o objetivo for a deteccdo de

virus em amostras ambientais.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Andlise de concordancia pelo teste de Kappa entre as técnicas
moleculares de PCR convencional (nested-PCR) e quantitativa (QPCR),

para deteccdo de rotavirus A em amostras de aguas superficiais.

Nested-PCR — gPCR . Total
Positivo Negativo

Positivo 9 2 11

Negativo 16 21 37

Total 25 23 48

Kappa=0,2666

Andlise de concordancia pelo teste de Kappa entre as técnicas
moleculares de PCR convencional (nested-PCR) e quantitativa (QPCR),

para deteccdo de adenovirus humano em amostras de aguas

superficiais.
Nested-PCR — qPCR . Total
Positivo Negativo
Positivo 4 2 6
Negativo 8 34 42
Total 12 36 48

Kappa = 0,3333

Andlise de concordancia pelo teste de Kappa entre as técnicas
moleculares de PCR convencional (nested-PCR) e quantitativa (qPCR),

para deteccdo de norovirus Gll em amostras de aguas superficiais.

Nested-PCR — gPCR . Total
Positivo Negativo
Positivo 0 7 7
Negativo 8 33 41
Total 8 40 48

Kappa = -0,1842
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A fim de verificar se haveria correlacdo entre os dados obtidos nas analises fisico-
guimicas e bacteriol6gicas com a presenca de virus entéricos na agua, foi realizada
uma analise de correlacao utilizando o teste de correlacdo de Spearman (Tabela 7).
Os resultados mostraram que ndo houve correlagcéo entre os parametros estudados,
embora, quando se avaliaram as bactérias do género Enterococci, observou-se uma
tendéncia de correlacdo inversa com a presenca de virus entéricos nas amostras de

agua.

Tabela 7. Matriz de correlacdo de Spearman, avaliando-se os resultados positivos
para virus entéricos, as variaveis fisico-quimicas e os indicadores

bacteriologicos de aguas superficiais de setembro/2011 a agosto/2012

(n=48).

Temper. pH Turbid Salinid. Condutiv. OD Virus C.T. Enter.
Temper. 1
pH -0,0047 1

Turbidez -0,0011 -0,2303 1
Salinid. 0,0303 0,3089 -0,5653 1

Condutiv. -0,4786 0,2764 -0,0564 0,0912 1
oD -0,0885 -0,4925 -0,1985 0,1657 -0,1183 1
Virus 0,4485 0,0291 0,2305 0,1452 0,0909 -0,3477 1
C.T. -0,4715 -0,2990 0,0275 -0,3370 -0,3879 0,1815 -0,3462 1
Enter. -0,4486 -0,0291 -0,2303 -0,1456 -0,0912 0,3477 -1,000* 0,3468 1
*p<0,05

Temper, temperatura; salinid, salinidade; condutiv, condutividade; OD, oxigénio dissolvido; C.T., coliformes
termotolerantes; Enter, Enterococci.

5.2 Prevaléncia de virus entéricos na populacao infantil

Foram atendidas 276 criangcas com queixa de diarreia nos servigos das Unidades de
Saude estudadas. Depois de avaliados os prontuarios, foram excluidos 142 registros
gue ndo atendiam aos critérios de elegibilidade do estudo ou que ndo entregaram as
amostras de fezes. A descricdo das etapas da pesquisa e 0os motivos da exclusdo
sdo mostrados na Figura 23. Cento e trinta e quatro registros atenderam aos
critérios pré-determinados e assim foram incluidos na pesquisa. Destes, 125 foram

criancas com diagnaostico positivo para pelo menos um dos virus analisados.
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n=276
Total de pacientes avaliados Total de pacientes excluidos
n=134 n =142
Total de amostas coletadas e Falha na entrega Nio residentes na
analisadas das amostras area de estudo
n=134 n=138 n=4

Amostras positivas
(virus entéricos)
n=125

Amostras negativas
n=9

Figura 23. Fluxograma de inclusdo de pacientes no estudo de prevaléncia de virus

entéricos na populacgdo infantil da regido de Séo Pedro, Vitéria-ES.

Os resultados do questionario referente as caracteristicas demograficas das 134

criancas avaliadas nesse estudo estdo apresentados na Tabela 8. A maioria das

criancas estava na faixa etaria com idade entre 1 a 8 anos (70%), sem escolaridade

ou matriculadas em creches (66%), cujas familias declararam possuir renda familiar

de até um salario minimo (66%). A propor¢ao dos géneros masculino e feminino nas

criancas foi de aproximadamente 1:1.
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Tabela 8. Caracteristicas demograficas e clinicas das 134 criancas com

gastroenterite que foram arroladas no estudo.

Caracteristicas N (%)
Sexo

Masculino 65 48

Feminino 69 52
Idade

<6 meses 10 8

6 meses - 1 ano 10 8

1-3anos 54 40

3-8 anos 41 30

8 -12 anos 19 14
Escolaridade

N&o frequenta 41 31

Creche 47 35

Ensino fundamental | 38 28

Ensino fundamental I 8 6
Renda Familiar

< 1 salario minimo 89 66

2 - 4 salarios minimos 40 30

> 4 salarios minimos 5 4
VOmitos

Sim 95 71

Nao 39 29
Febre

Sim 91 68

Nao 43 32
Vacinados por Rotarix

Sim 92 69

Nao 42 31
Intolerancia alimentar

Sim 6 5

Nao 128 95
Tipo de alimentacéo

Mariscos 0 0

Aleimtamento exclusivo 11 8

Aleitamento misto 20 15

Alimentacdo caseira 103 77
Atividades no manguezal

Sim 2 2

Nao 132 98
Contato com casos de diarreia

Sim 31 23

Nao 103 77
Duracéo da diarreira

0-24 h 30 23

1-3 dias 41 30

> 3 dias 63 47
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De todas as criancas investigadas, os resultados das analises de deteccdo do &cido
nucleico viral (PCR e gPCR) revelaram que a prevaléncia dos virus entéricos na
populacao infantil foi de 93,3 (IC 95% 87,7 - 96,4). As prevaléncias observadas nao
foram significativamente diferentes (p>0,05), entretanto AdV obteve maior valor
numeérico, 60,5 (IC 95% 52,0 - 68,3), seguido de RV, 56,7 (IC 95% 48,3 - 64,8), e
NoV, 49,3 (IC 95% 40,9 - 56,6) (Tabela 9).

Tabela 9. NUumero de amostras positivas de virus entéricos detectados em amostras
de fezes (n= 134) de criangcas com gastroenterite aguda, em Vitoria, ES.

Virus Prevaléncia IC95%
Pelo menos 1 virus detectado 93,3 87,7 -96,4
Adenovirus 60,5 52,0 - 68,3
Rotavirus A 56,7 48,3 - 64,8
Norovirus GlI 49,3 40,9 - 56,6

As amostras de fezes das criancas com gastroenterite foram coletadas entre
setembro de 2011 a agosto de 2012. Durante esse periodo, pdde-se observar trés
picos de prevaléncia distintos, sendo que em cada pico foi detectado um dos virus
isoladamente (setembro de 2011, RVA; janeiro de 2012, NoVGII; abril de 2012,
HAdV) (Figura 24).
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Figura 24. Distribuicdo das amostras de fezes positivas para 0s virus entéricos
analisados nos casos de gastroenterite aguda, conforme os meses do

periodo estudado (setembro/2011 a agosto/2012).
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A fim de verificar se o0s virus entéricos patogénicos possuiam um padrdao de
sazonalidade na populacao infantil investigada, os dados referentes as frequéncias
de amostras positivas foram estratificados conforme os periodos seco e chuvoso. De
acordo com essa analise, ndo foi possivel observar um padrdo sazonal para
compreender exatamente como estdo distribuidos os virus nos casos de
gastroenterite infantil. Contudo, os resultados indicam uma maior ocorréncia dos

virus entéricos na populacédo durante a estacdo chuvosa (Figura 25).
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g 60 49%
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20 +

RVA MoWiGll

Populacao infantil

Figura 25. Monitoramento de virus entéricos na populagdo infantil e valores
acumulados mensais de chuva, estratificados nos periodos seco e

chuvoso de setembro/2011 a agosto/2012.

Dos 125 casos de gastroenterite infantil onde os virus avaliados foram detectados
nas amostras de fezes, 56 criancas (42%) foram positivas para apenas um virus e
69 (51%) apresentaram dois ou mais virus nas fezes. Dos casos com dois ou mais
virus detectados na mesma amostra, foi observado que em 29 (22%) amostras os
trés virus foram detectados. A infeccdo mista dupla mais comum foi entre HAdV e
RVA (18; 13%), seguida de RVA e NoVGII com 13 (10%) amostras positivas. A
Figura 26 mostra a propor¢cao relativa do resultado das analises de deteccdo de

virus entéricos nas criangas com gastroenterite.
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RYA / NoVGlI
(10%)

NoVGll

Figura 26. Proporcao relativa das analises de deteccdo de rotavirus (RVA),
norovirus (NoVGIl) e adenovirus (HAdV) nas amostras de fezes
(n=134).

Nesse estudo, a deteccdo de virus entéricos ocorreu por técnicas de biologia
molecular. Na analise comparativa entre essas técnicas (PCR convencional, nested-
PCR e PCR quantitativa, gPCR), foi possivel observar concordancia significativa
entre as técnicas para deteccdo de rotavirus A e norovirus Gll (RVA, Kappa =
0,6418; NoVGlI, Kappa = -0,4531) (Tabelas 10, 11 e 12).

Tabela 10. Andlise de concordancia pelo teste de Kappa entre as técnicas
moleculares de PCR convencional (nested-PCR) e quantitativa (QPCR),

para deteccao de rotavirus A em amostras de fezes.

Nested-PCR ___aPCR Total
Positivo Negativo
Positivo 52 9 61
Negativo 15 58 73
Total 67 67 134

Kappa = 0,6418
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Tabela 11. Andlise de concordancia pelo teste de Kappa entre as técnicas

moleculares de PCR convencional (nested-PCR) e quantitativa (qPCR),

para deteccédo de adenovirus humano em amostras de fezes.

Nested-PCR ___QPCR . Total
Positivo Negativo
Positivo 30 11 41
Negativo 40 53 93
Total 70 64 134

Kappa = 0,2518

Tabela 12. Andalise de concordancia pelo teste de Kappa entre as técnicas

moleculares de PCR convencional (nested-PCR) e quantitativa (QPCR),

para deteccdo de norovirus Gll em amostras de fezes.

Nested-PCR — GPCR . Total
Positivo Negativo
Positivo 32 17 49
Negativo 17 68 85
Total 49 85 134

Kappa = 0,4531

A partir dos resultados da quantificacao de virus entéricos nas amostras de fezes de

criangas com gastroenterite aguda, péde-se observar que o RVA foi o patégeno viral

detectado com maior nimero de copias gendmicas tanto em infeccfes simples

guanto em infeccbes mistas, enquanto o HAdV foi o virus com menor nidmero de

copias gendmicas nas amostras de fezes (Figura 27).

1,0E+10

1,0E+08

1,0E+06

1,0E+04

1,0E+02

Concentragdo( Log,, copias/g)

1,0E+00

1,0E+10

Infeccbes simples Infec¢des mistas

1,0E+08

T

— J' zg 1,06+04 |
= £ — I
1 2 1
g 10E02 T
T T , 1,0E400
HAdV NoVGII RV HAdV NoVaGllI RVA

Figura 27. Box plot do numero de copias gendmicas por grama de fezes dos virus

entéricos em infecgBes simples e mistas avaliadas em criangas com

gastroenterite aguda.
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A presenca dos virus entéricos na populacao infantil estudada foi estratificada de
acordo com a faixa etaria dos pacientes (Tabela 13). A faixa etaria de 1 a 3 anos foi
a mais acometid a, concentrando grande parte dos resultados para os trés virus
estudados em infec¢gBes simples e mistas. Os dois extremos dos grupos etérios,
criancas com até 6 meses de idade e criangcas com mais de 8 anos, apresentaram

menor prevaléncia.

Tabela 13. Distribuicdo das infeccBes virais nos diferentes grupos etarios das

criancas com gastroenterite.

Infeccdes simples

Faixa etéaria HAQY (n) NoVGIl (n) RVA () Infeccbes mistas
<6 meses 8% (2) 7% (1) 0 10% (7)
6 meses - 1 ano 4% (1) 7% (1) 19% (3) 7% (5)
1-3anos 20% (5) 60% (9) 37% (6) 47% (32)
3-8anos 36% (9) 19% (3) 37% (6) 26% (18)
8- 12 anos 32% (8) 7% (1) 7% (1) 10% (7)
Total 100% (25) 100% (15) 100% (16) 100% (69)

HAdV=adenovirus humano; RVA=rotavirus A; NoVGll=norovirus genogrupo II.

Com a finalidade de compreender a dinAmica das infec¢des associadas aos virus
entéricos nas criangas atendidas nas Unidades de Saude neste estudo, foram
comparados os dados obtidos no questionario com os resultados das analises de
deteccao viral nas amostras de fezes. As Tabelas 14 e 15 mostram os resultados
das analises de associacédo entre as caracteristicas demogréficas e clinicas, além de
trazer os casos de infec¢cBes por virus entéricos nos pacientes infantis com doenca
diarreica aguda. Os resultados indicaram que nenhuma das variaveis analisadas foi
considerada fator de risco significativo para as infec¢cdes causadas pelos virus

entéricos analisados neste estudo (p > 0,05).
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Tabela 14. Associacdo entre a ocorréncia de virus entéricos e as caracteristicas

demograficas dos pacientes infantis com diarreia aguda.

Caracteristicas Positivo  Negativo Odds
demograficas (n = 56) (n=178) ratio IC(95%)  p-valor

Género 0,74 0,14-3,62  0,462°

Masculino 60 (48%) 5 (56%)

Feminino 65 (52%) 4 (44%)
Faixa etaria - 0,347°

< 6 meses 11 (9%) 0

6 meses - lano 10 (8%) 0

1-3anos 53 (42%) 2 (22%)

3-8anos 34 (27%) 5 (56%)

8 - 12 anos 17 (14%) 2 (22%)
Escolaridade 0,212°

N&o frequenta 38 (30%) 3 (33%)

Creche 45 (36%) 2 (22%)

Ensino Fundamental | | 36 (29%) 3 (22%)

Ensino Fundamental Il 6 (5%) 4 (22%)
Renfjf_:l farfnl_lar 0,792
(salario minimo)

<2 74 (59%) 6 (67%)

2-4 46 (37%) 3 (33%)

> 2 5 (4%) 0

OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; n, nUmero de individuos na amostra;

a Teste Exato de Fisher

clinicas dos pacientes infantis com gastroenterite aguda.

Tabela 15. Associacao entre a ocorréncia de virus entéricos e as caracteristicas

o . Positivo  Negativo  Odds o )
Caracteristicas clinicas (n = 125) (n=09) ratio IC (95%) p-valor
Contato com diarreia 1,06 0,19-10,97 0,655°
Sim 29 (23%) 2 (22%)
N&o 96 (77%) 7 (78%)

Duracao da diarreia 0,395%
0 - 24 horas 27 (22%) 3 (33%)
1- 3 dias 40 (32%) 1(11%)
> 3 dias 58 (46%) 5 (56%)

Ocorréncia de vémitos 1,19 0,18-5,92  0,537°
Sim 88 (70%) 6 (67%)
N&o 37 (30%) 3 (33%)

Ocorréncia de febre 1,06 0,16-5,28 0,597°
Sim 85 (68%) 6 (67%)
Nao 40 (32%) 3 (33%)

Administra¢éo de Rotarix 395 0,79-2535 0,053%
Sim 83 (66%) 3 (34%)
Nao 42 (34%) 6 (67%)

OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; n, nimero de individuos na amostra;

a Teste Exato de Fisher

Durante os 12 meses de monitoramento realizado nas aguas superficiais da Baia de
Vitéria, os virus entéricos foram detectados em praticamente todo o periodo,

independente da variagdo encontrada na concentracdo das bactérias indicadoras de
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poluicdo fecal. As frequéncias de deteccdo dos virus entéricos tanto nas amostras
de aguas superficiais quanto nas amostras de fezes da populacdo foram
consideradas elevadas. As caracteristicas dos individuos infectados nesse estudo
foram criangcas de ambos os sexos, com idade entre 1 - 3 anos (42%), que
frequentam a creche escolar (36%) e que possuem renda familiar abaixo de 2
salarios minimos (59%). Os sintomas vOmitos e febre foram observados em 88

(70%) e 85 (68%) criancas, respectivamente.
5.3 Analises Filogenéticas

Os genomas virais detectados nas amostras clinicas e nas aguas superficiais foram
submetidos a uma analise filogenética. As amostras de DNA de RVA (346pb, gene
VP7), AdV (171pb, gene hexon) e NoVGIl (203pb, gene RNA polimerase-ORF1)
foram sequenciadas e comparadas com sequéncias prototipos de referéncia dos
virus disponiveis nos bancos de dados do GenBank. Os nimeros de acesso das
sequéncias de referéncia para rotavirus A, adenovirus humano e norovirus Gll, bem
como as arvores filogenéticas para esses virus, podem ser visualizadas nas Figuras

28, 29 e 30, respectivamente.

A analise filogenética de RVA revelou a formacao de 3 clados com gendtipos para o
gene VP7 (classificacdo G): os grupos G2 (EU839924), G3 (GU296430) e G9
(D38053). Os genomas dos virus detectados nas amostras clinicas e ambientais
estiveram relacionados nos grupos dos genoétipos G3 e G9. Todos os grupos foram
apoiados estatisticamente por valores de bootstrap acima de 84%. Nenhuma
amostra conteve virus com o gendétipo vacinal G1. A vacina anti-RVA (Rotarix®,
GSK) foi administrada em 83 (66%) pacientes com virus entéricos detectados nas
fezes. Das 28 cepas de RVA que foram sequenciadas a partir de amostras de fezes,
21 foram obtidas de criancas que haviam sido vacinadas com Rotarix®, enquanto 7
nao haviam sido vacinadas. Cinquenta e trés por cento das cepas de RVA

sequenciadas, provenientes de criangas vacinadas, possuiam o genoétipo G3.

A arvore filogenética de AdV humano revelou a formagdo de varios subgrupos
considerando as amostras clinicas e ambientais, principalmente os subgrupos C e F.

Os genomas virais detectados nas amostras clinicas e ambientais estiveram
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relacionados no subgrupo F, que é conhecido como o0 mais prevalente nos casos de
gastroenterite em humanos (sorotipos 40 |X51782| e 41 |X51783)).

Na anadlise filogenética de NoVGII, pode-se observar que norovirus Gll.4 foi o
gendtipo predominante nas amostras clinicas. Analisando as sequéncias de
nucleotideos, dos 10 isolados que foram sequenciados a partir de amostras clinicas,
todos mostraram niveis elevados de identidade da sequéncia de nucleotideos (95%)
com a sequéncia de referéncia (GIl1.4|2004|EF126961). No presente estudo, a
maioria das sequéncias de nucleotideos de norovirus Gll das amostras ambientais
ndo pbde ser identificada por sequenciamento direto de produtos de PCR

recuperados a partir de amostras de aguas superficiais.
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Figura 28. Arvore filogenética construida a partir de sequéncia de cDNA amplificada na
regido do gene VP7 de cepas de rotavirus grupo A coletadas a partir de
amostras de aguas superficiais e fezes de criancas com diarreia na cidade de
Vitéria no periodo de setembro de 2011 e agosto de 2012. As sequéncias
protétipos de referéncia foram obtidas no GenBank. Amostras de referéncia sdo
indicadas com o genogrupo / genétipo seguido pelo nimero de acesso do
GenBank. A arvore filogenética foi construida usando o método neighbor-joining
com um bootstrap de 2000 repeticbes. Cepas sequenciadas no estudo estdo

destacadas com ¢ (amostras clinicas) e m (amostras ambientais).
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Figura 29. Arvore filogenética construida a partir de sequéncia de DNA amplificada na
regido do gene hexon de adenovirus humano, coletado a partir de amostras de
aguas superficiais e fezes de criangcas com diarreia na cidade de Vitéria, no
periodo de setembro de 2011 a agosto de 2012. As sequéncias prototipos de
referéncia foram obtidas no GenBank. Amostras de referéncia s&o indicadas
com o genogrupo / gendtipo seguido pelo nimero de acesso do GenBank. A
arvore filogenética foi construida usando o método neighbor-joining, com um
bootstrap de 2000 repeticdes. Cepas sequenciadas no estudo estdo destacadas

com ¢ (amostras clinicas) e m (amostras ambientais).
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Figura 30. Arvore filogenética construida a partir de sequéncia de cDNA amplificada
na regido da polimerase (ORF1) de cepas de norovirus genogrupo Il,
coletadas a partir de amostras de 4guas superficiais e fezes de criangas
com diarreia na cidade de Vitéria, no periodo de setembro de 2011 a
agosto de 2012. As sequéncias prototipos de referéncia foram obtidas no
GenBank. Amostras de referéncia sédo indicadas com o genogrupo /
gendtipo seguido pelo numero de acesso do GenBank. A &rvore
filogenética foi construida usando o método neighbor-joining, com um
bootstrap de 2000 repeticbes. Cepas sequenciadas no estudo estdo

destacadas com ¢ (amostras clinicas) e m (amostras ambientais).
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6 DISCUSSAO

6.1 Qualidade da &gua da Baia de Vitoria, ES

Em decorréncia do despejo de esgoto sem o devido tratamento, microrganismos
patogénicos podem entrar em contato com aguas superficiais e causar seérias
consequéncias a saude da populacao (SINCLAIR, et al., 2009; HEWITT, et al., 2011,
KAMEL, et al., 2011). Alguns virus persistem no ambiente aquatico por um tempo
superior a maioria das bactérias. Portanto, legislacbes baseadas em padrdes
bacterianos, como as adotadas no Brasil, ndo garantem auséncia de risco de
doencas virais veiculadas pela agua (HEWITT, et al.,, 2011). No presente estudo,
amostras de aguas superficiais foram analisadas a fim de avaliar o papel do
ambiente aquético contaminado por esgoto sanitario como uma possivel rota de
transmissao de virus entéricos a populacdo. Os virus encontrados no ambiente
foram comparados aqueles detectados nos casos de gastroenterite infantil em

Unidades de Saude situadas no entorno do ambiente aquético estudado.

6.1.1 Caracterizacao fisico-quimica

A qualidade da agua é um termo gque nao se refere somente a pureza do recurso, €
também relacionada legalmente aos seus diversos usos (BRASIL, 2005). Tanto as
caracteristicas fisico-quimicas quanto as microbiologicas da agua podem ser
alteradas por fontes poluidoras que descartam efluentes no ambiente aquatico
(BILICH; LACERDA, 2005). A resolucdo CONAMA n° 357, de 2005, juntamente com
sua complementacao n° 430, de 2011, € a mais completa ferramenta para se avaliar
a qualidade de aguas superficiais no pais e apresenta mais de 50 parametros para
analise das condi¢cdes qualitativas dos recursos hidricos; porém, é inviavel a
utilizacdo de todos os parametros em projetos de monitoramento, tendo em vista os

custos e o tempo de execucao das analises laboratoriais.

No presente estudo, o parametro oxigénio dissolvido foi o que esteve em maior
desconformidade segundo a resolucdo CONAMA n° 357, de 2005. Quedas na
concentracdo de oxigénio devem-se, principalmente, a entrada de efluentes, que

possuem altas cargas de matéria organica e nutrientes, levando ao aumento da
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atividade microbiana e consequentemente, o consumo do oxigénio disponivel
(SCHMALTZ, 2004). Com relacédo ao pH, verificou-se valores variando em torno da
neutralidade, ndo sendo observadas diferencas estatisticas entre os sitios estudados
e 0s meses de coleta. As medidas de pH obtidas estiveram de acordo com o0s
valores preconizados pela resolugdo CONAMA n° 357, de 2005, que propde valores
entre 6 a 9. Num corpo d'agua, o pH pode ser influenciado pela alteracdo da
temperatura, atividade biologica e lancamentos de efluentes (FRANCA et al., 2006).
Diferentemente dos parametros OD e pH, a condutividade elétrica ndo possui valor
padrdo referenciado pelo CONAMA, porém, de acordo com Macedo (2004), as
aguas naturais possuem condutividade entre 10 e 100 uS.cm™. Os valores obtidos
nessa pesquisa para a variavel condutividade estiveram dentro da faixa estipulada
por Macedo (2004).

Analisando os resultados do parametro turbidez, o maior valor foi observado em
janeiro de 2012, enquanto os menores valores de condutividade e salinidade
também ocorreram neste més. A relacdo inversa da turbidez com as variaveis
condutividade e salinidade pode ter ocorrido por influéncia de uma alta precipitagcédo
(406 mm) ocorrida no periodo. Sabe-se que grandes volumes de chuva podem
causar um efeito diluidor dos ions presentes em corpos d'agua, reduzindo as
medidas de condutividade e salinidade nos ambientes aquaticos (JENG et al., 2005).
A condutividade elétrica da agua esta diretamente relacionada com as
caracteristicas geoquimicas e as condi¢des climaticas da regido onde se localiza o
manancial (DAVINO, 1984). De acordo com os dados obtidos, nota-se que nos
periodos em que foram observados altos niveis de turbidez, as concentracfes de
oxigénio também eram menores. Isso pode ser reflexo do obstaculo que as
particulas dispersas fazem na agua, impedindo a penetracdo dos raios solares e a

consequente fotossintese, prejudicando a oxigenacdo do meio (SCHMALTZ, 2004).

Nesse estudo, com execado dos resultados obtidos para oxigénio dissolvido da agua,
foi observada para os outros parametros das analises fisico-quimicas, uma pequena
variacdo ao longo do periodo de monitoramento. Esses dados corroboram a teoria
de que regides tropicais tendem a ser homogéneas com relacdo as condi¢des fisico-
guimicas das &guas superficiais (KRUPEK, et al., 2010). Nossos resultados

confirmaram o impacto antrépico na regido, principalmente em funcdo dos baixos
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valores de oxigénio dissolvido encontrados. Entretanto, a avaliacdo de outros
parametros de qualidade da agua nédo realizados nesse estudo ndo pode ser

negligenciada.
6.1.2 Avaliacdo microbiolégica
6.1.2.1 Bactérias indicadoras de poluicao fecal

Pesquisas anteriores realizadas na regido haviam demonstrado elevadas
concentracfes de bactérias indicadoras de poluicdo fecal nas aguas superficiais da
Baia de Vitéria, acima de 1,0 x 10® UFC 100 mL™* (JESUS, et al., 2004; KELLER, et
al.,, 2013). Nesse estudo, também foram identificadas concentracdes elevadas
desses microrganismos, com valores méaximos de 2,4 x 10* e 1,5 x 10* UFC por 100
mL™? de coliformes termotolerantes e Enterococci, respectivamente. N&o foram
observadas diferencas significativas entre as meédias das concentracdes obtidas nos
periodos seco e chuvoso, tanto para coliformes termotolerantes quanto para
Enterococci. Em outro estudo realizado no Sudeste do Brasil por Corréa e
colaboradores (2006), os indices de bactérias indicadoras de poluicédo fecal também
se mostraram constantes entre as estacdes seca e chuvosa, principalmente em

funcéo do clima tropical da regiao.

Independente da estacdo do ano e do regime de chuvas, para avaliar as condi¢oes
de balneabilidade em corpos d"agua no Brasil, considera-se a Resolucdo CONAMA
n°® 274, de 2000, que avalia a concentracdo dos indicadores bacterianos de poluicéo
fecal na agua: coliformes termotolerantes, E. coli e/ou Enterococci. Essa legislacéo
recomenda que, quando forem utilizados mais de um indicador microbioldgico, as
aguas devem ter suas condi¢gBes avaliadas de acordo com o critério mais restritivo.
O valor mais restritivo para o tipo de agua em questao, mencionado na legislacéo, &
para Enterococci, que determina um limite méximo de 1,0 x 10* UFC por 100 mL™,
enquanto para coliformes termotolerantes e E. coli os valores s&o 1,0 x 10% e 8,0 x
10% UFC por 100 mL™, respectivamente (BRASIL, 2000). As densidades médias dos
indicadores bacterianos (coliformes termotolerantes, 3,6 x 10° UFC por 100 mL™;
Enterococci, 7,1 x 10* UFC por 100 mL™) obtidos no presente estudo ultrapassaram

os limites estipulados pela resolugdo CONAMA n° 274, de 2000. Dessa maneira,
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infere-se que a constante presenca desses indicadores bacterianos nas aguas
superficiais da Baia de Vitoria seja proveniente do descarte continuo de esgoto sem
tratamento (CORREIA JUNIOR, 2003; MORAIS, 2008), o que caracteriza condi¢cdes
improprias para a recreacdo humana, prejudicando o potencial turistico da regido e

outros usos.

6.1.2.2 Virus entéricos

Varias pesquisas tém sido desenvolvidas a fim de avaliar a qualidade microbiolégica
da &gua, com énfase na andlise de bactérias indicadoras de poluicdo fecal
(ARNOLD, et al., 2013; KISHINHI, et al., 2013; PRAVEENA, et al., 2013). No Brasil,
alguns grupos de pesquisa também utilizam em seus estudos a investigacdo de
virus entéricos humanos em &guas ambientais (MIAGOSTOVICH, et al., 2008;
MORESCO, et al., 2012; VECCHIA, et al., 2012; VIEIRA, et al., 2012; KELLER, et
al., 2013). Entretanto, poucos relacionam esses virus agueles detectados em casos
de gastroenterite na populacdo. Essa falta de correlacdo nos estudos que envolvem
andlises clinicas e ambientais é gerada pela dificuldade de elaborar um
planejamento experimental para coleta das amostras no mesmo periodo de tempo e

em um local que possua pouca influéncia de populacfes externas.

No presente estudo, os virus entéricos foram detectados no ambiente aquatico nas
estacdes seca e chuvosa, ndo demonstrando padrdo de sazonalidade. Semelhante
a essa pesquisa, um estudo realizado em Barcelona na Espanha, demonstrou
auséncia de sazonalidade para a deteccdo de RV no ambiente (VILLENA, et al.,
2003). Entretanto, alguns autores mostraram padrfes sazonais de deteccao de virus
entéricos em amostras ambientais (HEWITT, et al., 2007; MORGA, et al., 2009). Em
uma regido da ltalia, por exemplo, RV foi mais prevalente nos meses chuvosos
(GRASSI, et al., 2009). A auséncia de sazonalidade verificada no presente estudo
coincide com os dados registrados para 0s paises em desenvolvimento, que
possuem a maioria dos casos de gastroenterite, principalmente de etiologia viral,
durante todo o ano, enquanto nos paises desenvolvidos, essas doencas
predominam no inverno (WALDMAN, et al., 1997). Durante o periodo de
monitoramento, quando correlacionados o0s resultados dos parametros fisico-

guimicos com a deteccdo de virus entéricos na agua, nao foi possivel verificar
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correlagdo significativa entre as varidveis. Entretanto, Vieira, et al. (2012)
observaram correlacdo positiva entre os virus detectados na agua e a turbidez.
Phanuwan, et al. (2006) encontraram correlacdo negativa entre os virus detectados
na agua e a condutividade. Poma, et al. (2012) encontraram correlacdo negativa
entre os virus e o oxigénio dissolvido. A relacdo inversa entre oxigénio dissolvido e
as variaveis microbiologicas da agua esta relacionada as descargas de matéria
organica nas aguas superficiais. Este material € decomposto por bactérias aerobias
em um processo que consome 0 oxigénio (POMA, et al., 2012). A partir dessas
evidéncias, pode-se comprovar a influéncia dos fatores ambientais na ocorréncia e
na persisténcia dos virus entéricos em aguas superficiais. Esses fatores tém sido
amplamente estudados e devem ser considerados quando se avalia a presenca de
patdégenos virais no ambiente (FONG; LIPP, 2005).

A presenca dos virus entéricos nas amostras de agua superficiais em que as
condicbes bacterioldgicas estiveram de acordo com as legislacbes ambientais
brasileiras, fortalece o indicio de que esse grupo de virus € um potencial indicador
de contaminacéo fecal. Diversos autores enfatizam que os virus entéricos podem ser
utilizados como ferramenta importante para 0 monitoramento ambiental,
principalmente quando € demonstrada a presenca de genomas virais em locais onde
a contaminacao fecal por indicadores bacterianos ndo € evidente (BOFILL-MAS, et
al., 2006; SERRACA, et al., 2010; HE, et al., 2012). Estudos mostraram nao existir
correlagéo direta entre a prevaléncia de virus entéricos e os indicadores bacterianos
de poluicéo fecal em dguas ambientais (MIAGOSTOVICH, et al., 2008; MORESCO,
et al., 2012; LEE, et al., 2013). O presente monitoramento revelou que independente
da variacdo observada dos indicadores bacterianos de poluicdo fecal, os virus

entéricos analisados estiveram sempre presentes nas amostras de agua.

O percentual de deteccdo de virus entéricos (RV, NoV, AdV) obtido nas aguas
superficiais foi de 71%, diferentemente de outras pesquisas realizadas por
Fernandez, et al. (2012), Vieira, et al. (2012) e He, et al. (2012), que encontraram
percentuais de deteccdo menores, 25,4%, 51,4% e 53,7%, respectivamente. Por
outro lado, Kishida et al. (2012), Hernandez-Morga, et al. (2009) e Hewitt, et al.
(2013) obtiveram maiores percentuais de deteccao (77%, 92,5% e 100%) de virus

entéricos em amostras de aguas superficiais. Na atual pesquisa, os trés virus foram
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detectados em praticamente todo o periodo de monitoramento. Rotavirus foi o
patdgeno mais frequente, sendo detectado em 56% das amostras de agua,
enquanto NoV esteve presente em 31% e AdV em 29% das amostras. Em
pesquisas realizadas por Miagostovich, et al. (2008) e He, et al., (2012), todos os
virus avaliados foram encontrados, sendo que o RV também foi o mais frequente
nas amostras de aguas superficiais 44,2% e 48,1%, respectivamente. A presenca
dos trés principais virus causadores de gastroenterite aguda observada nas aguas
superficiais da Baia de Vitoria fornecem evidéncias que esses virus circulam na

populagao da regiéo.

Os resultados de deteccdo viral dessa pesquisa foram obtidos por métodos de
biologia molecular. Sabe-se que esses métodos ndo sédo capazes de diferenciar os
virus infecciosos dos nao infecciosos, porém a deteccdo do &cido nucleico viral em
aguas pode sugerir a existéncia de contaminacdo por esgoto doméstico
(LAMBERTINI, et al., 2008). Em um estudo realizado com amostras de aguas
superficiais, que comparou as proporcdes de particulas virais ndo infecciosas e
infecciosas com os resultados obtidos pela PCR e cultura de células, foi observado
gue os resultados de detecgéo viral pela PCR podem ser extrapolados para os virus

infecciosos nao cultivaveis (HUSMAN, et al., 2009).

Quando se comparou as técnicas de PCR qualitativa e quantitativa para deteccéo
viral nas amostras de agua, observou-se que nos ensaios de gPCR utilizados nesse
estudo foram obtidos 53,3% a mais de amostras positivas, permitindo a deteccao de
virus em amostras que haviam sido consideradas negativas para ensaios de nested-
PCR. Um resultado semelhante foi encontrado por De Paula, et al. (2007), que
avaliou amostras de agua de rio e mostrou praticamente 70% a mais de positividade
pela técnica gPCR, confirmando a maior sensibilidade do ensaio quantitativo para
deteccdo de acidos nucleicos. A principal vantagem de utilizar a gPCR é a
possibilidade de quantificacdo do genoma viral nas amostras, de modo que néo &
possivel cultivar alguns virus por técnicas de cultura celular (STRAUB, et al., 2007).
Recentemente, foi demonstrada a capacidade de cultura de NoV fazendo com que
esses virus infectem células B in vitro e in vivo. Além disso, a replicacdo de NoV
murino foi reduzida in vivo qguando a microbiota intestinal foi esgotado por meio de

administracdo do antibidtico via oral. Assim, identificou-se as células B como um
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alvo celular de NoV e bactérias entéricas como um fator estimulador de infec¢ao por
norovirus (JONES, et al., 2014).

Comparando-se o0s estudos da quantificagdo de virus entéricos em aguas
superficiais de rios, as pesquisas realizadas em aguas estuarinas ainda sao raras.
Nessa pesquisa, 0s trés virus obtiveram médias de quantificacdo dos genomas virais
semelhantes, ndo evidenciando diferencas significativas, com valores de cépias de
genoma por litro variando entre 1,2 x 10' e 9,3 x 10° cg L™ para RV, 1,1 x 10* e 1,5 x
10* cg L™ para NoV e 1,6 x 10° e 2,7 x 10? cg L™ para AdV. Em um estudo de
monitoramento realizado na lagoa Rodrigo de Freitas no Rio de Janeiro, Vieira, et al.
(2012) obtiveram resultados similares de quantificacdo aqueles encontrados nesse
monitoramento, com valores entre 3,0 x 10* e 5,6 x 10* cg L™ para RV, 1,4 x 10° e
3,2 x 10° cg L™ para NoV e 1,2 x 10" e 1,2 x 10% cg L™ para AdV. Entretanto,
Haramoto, et al. (2010) e Moresco, et al. (2012) encontraram numeros de copias
gendmicas maiores para AdV numa faixa de 1,9 x 10°e 2,2 x10°cg L e 3,1 x 10°e
1,3 x 10° cg L™, respectivamente. Os diferentes valores de cépias genémicas virais
encontrados nas amostras ambientais podem ser consequéncia dos diferentes
métodos de concentracdo e da eficiéncia de recuperacdo viral de cada método
empregado (GRASSI, et al., 2010; PRATA, et al., 2012).

As concentracdes virais encontradas nas aguas superficiais avaliadas nessa
pesquisa sdo preocupantes, considerando que para muitos virus entéricos, o
namero de particulas virais infecciosas necesséarias para causar uma infeccdo é
extremamente baixo (HEALTH CANADA, 2011). Teoricamente, uma Unica particula
viral infecciosa é capaz de causar uma infec¢do, embora mais de uma particula viral
seja necesséaria (HEALTH CANADA, 2011). Haas, et al. (1999) relataram que a dose
infecciosa mediana para rotavirus € 5,597, enquanto NoV tém doses infecciosas que
variam de 10 a 100 particulas virais (TAYLOR, 2011).

A ocorréncia e a quantificacdo de virus entéricos em aguas superficiais da Baia de
Vitéria, no Espirito Santo, foram pesquisadas a fim de melhor compreender a
distribuicdo desses patdégenos no ambiente. Os trés virus pesquisados foram
detectados em praticamente todo o periodo de monitoramento, indicando que existe

uma consideravel disseminacdo nas aguas superficiais estudadas. A contaminacgao



106

ambiental pode representar um risco para as populagdes humanas, visto que esses

patdgenos sao conhecidos agentes causadores de gastroenterite aguda viral.

6.2 Prevaléncia de virus entéricos na populacéo infantil

Os surtos de gastroenterite associados aos virus entéricos veiculados pela agua tém
sido documentados no decorrer dos anos em todo o mundo (PARSHIONIKAR, et al.,
2003; DIVIZIA, et al., 2004; HEERDEN, et al., 2005; LIPRANDI, et al., 2009; SDIRI-
LOULIZI, et al.,, 2010; BORCHARDT, et al., 2012). Gastroenterite aguda € uma
doenca comum na infancia, que causa altas taxas de internacdes e mortalidade,
especialmente nas regides menos desenvolvidas do mundo. A cada ano, a
gastroenterite é responsavel por cerca de 1,4 milhdes de mortes, que ocorrem
principalmente em paises de baixa e média renda (WARDLAW, et al., 2010). Apesar
de existirem diferentes grupos de agentes patogénicos envolvidos na etiologia
dessas doencas, o0s virus entéricos desempenham um papel chave como agentes
causadores de gastroenterite. Assim como observado nesse estudo, doencas
diarreicas sdo mais comuns nos primeiros anos de vida, em locais onde a maioria da
populacdo vive em condi¢cBes de falta de higiene, incluindo a agua de ma qualidade
e auséncia de saneamento (GLASS, et al., 2001; VERNACCHIO, et al., 2006). Como
agravante para a disseminacéo desses virus, populacdes de baixa renda geralmente
possuem habitos de higienizacdo pessoal ndo adequados, o que facilita o
surgimento de casos secundarios, resultando na transmissdo pessoa a pessoa,
dentro das familias e nos locais com aglomeracdo de pessoas, principalmente nas
escolas e creches (ALFANO-SOBSEY, et al., 2012; CHEN, et al., 2013).

Nossos resultados mostraram uma prevaléncia de 93,3% de virus entéricos na
populacdo estudada, e esses achados foram compativeis aqueles observados em
criancas com diarreia tanto em paises em desenvolvimento, como India
(CHITAMBAR, et al.,, 2012) e Brasil (FERREIRA, et al., 2012), quanto em paises
desenvolvidos, como a Espanha (SANCHEZ-FAUQUIER, et al., 2011) e os Estados
Unidos (GRANT, et al, 2012). Portanto, independentemente do nivel
socioecondmico, a vigilancia desses patdgenos € um importante indicador a fim de
fornecer informacdes sobre o0s virus entéricos que circulam nas comunidades

humanas. Essa informacdo € essencial para uma avaliacdo do risco a de saude
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publica associada a exposicao a aguas superficiais de baixa qualidade (HAAS, et al.,
1993; VAN HEERDEN, et al., 2005; VENTER, et al., 2007; ESPINOSA, et al., 2008).

Analisando os dados da prevaléncia de virus entéricos na populagdo infantil com
gastroenterite aguda, ndo foi observada diferenca entre as frequéncias dos virus
entéricos detectados nas amostras de fezes. Entretanto, as prevaléncias de AdV e
RV foram ligeiramente superiores aos NoV. Assim como nessa pesquisa, foi
realizado na Tunisia, um estudo epidemiolégico sobre a prevaléncia de virus
entéricos em amostras clinicas de criangas com gastroenterite aguda e em amostras
ambientais de agua (SDIRI-LOULIZI, et al., 2010). Os resultados revelaram que RV
foi o patdgeno viral predominante, associado aos casos de gastroenterite aguda
infantil. Dados obtidos de outros estudos clinicos indicaram prevaléncias
semelhantes em amostras de fezes no Japao (YANG, et al., 2010), Alemanha
(WIEGERING, et al., 2011), Venezuela (GONZALEZ, et al, 2011), Brasil
(FERREIRA, et al., 2012), Estados Unidos (GRANT, et al., 2012) e india
(CHITAMBAR, et al., 2012).

Variagbes na localizagdo geogréfica e as condicdes climéticas das areas
monitoradas sdo os principais fatores pela variabilidade dos resultados obtidos nos
diferentes estudos de prevaléncia de virus entéricos (CHEN, et al., 2013). Em paises
de climas temperados, a maior prevaléncia da doenca acontece durante os meses
mais frios do ano (SDIRI-LOULIZI, et al., 2008, KITTIGUL, et al., 2009). Estudos
realizados no Canada (LEVETT, et al., 1996), Japéo, (DEY, et al., 2010) e Tunisia
(SDIRI-LOULIZI, et al., 2008) mostraram infeccOes associadas aos NoV ocorrendo
principalmente no inverno. No presente estudo, a maioria das infec¢des por rotavirus
ocorreu durante o verao, enquanto as infecgdes por AdV e NoV nao apresentaram

tendéncias sazonais evidentes no periodo de monitoramento.

Além da alta prevaléncia dos virus entéricos nas amostras, nossos dados revelaram
uma alta frequéncia de co-infec¢des (51%) nos casos positivos, envolvendo os trés
virus (22%) na mesma amostra. Resultados semelhantes foram publicados em
outras pesquisas (SANCHEZ-FAUQUIER, et al., 2011; CHITAMBAR, et al., 2012;
CHEN, et al.,, 2013). Embora se imagine que mais de um patdgeno possa

potencializar os sintomas de uma infeccdo, mais pesquisas sdo necessarias para
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entender os mecanismos bioldgicos especificos de patdégenos entéricos em casos

de infeccBes mistas (LIU, et al. 2006).

A andlise dos indicadores demogréficos dos pacientes entevistados nessa pesquisa,
ndo apontou associacdo significativa com a ocorréncia de virus entéricos na
populacdo estudada. Entretanto, sabe-se que a baixa renda familiar, a auséncia de
saneamento e a baixa cobertura vacinal séo fatores importantes para o aumento da
morbidade por gastroenterite. Dados sobre o efeito das medidas de intervengéo para
o0 controle das gastroenterites indicam a melhoria dos servicos de saneamento
basico como a principal medida mitigadora para o controle das diarreias, sendo
influenciada diretamente pelo grau de contaminacdo ambiental por esgotos e o
comportamento da populacdo quanto aos habitos de higiene e nivel de
desenvolvimento socioecondmico (KOLSKY, 1993, WALDMAN, et al., 1997). Dentre
as criancas com gastroenterite aguda que tiveram diagndstico positivo para os virus
entéricos analisados, a maior frequéncia dos casos (41,6%) ocorreu em criancas
cuja faixa etaria era de 1 a 3 anos no momento da infec¢cdo, sugerindo que as
criancas a partir de 1 ano de idade tém mais oportunidades de exposicdo a
ambientes infectados por virus do que as mais jovens (VELAZQUEZ, et al., 2000).
Nessa faixa etaria, a proporcédo de infec¢des por rotavirus e norovirus foi maior que

aguela obtida por em infec¢des causadas por adenovirus.

Assim, dos 125 casos de gastroenterite aguda com diagnéstico positivo de virus
entéricos avaliados nesse estudo, a maior prevaléncia foi observada para infec¢des
mistas, quando comparada com infeccbes simples. Semelhantemente ao estudo
desenvolvido por Barreira, et al., (2010), rotavirus foi o patdgeno predominante em
infecgcbes mistas, sendo que o0 que apresentou 0s maiores nameros de copias
gendmicas nas fezes dos pacientes. A partir desses dados, infere-se que o rotavirus
tenha sido a principal causa dos sintomas de diarreia nos casos de infec¢cdes mistas
avaliados. Em sintese, esse estudo contribuiu com informacdes para tentarmos
esclarecer a etiologia dos casos de gastroenterite aguda na populacao infantil em

duas Unidades de Saude na cidade de Vitoria, Espirito Santo.



109

6.3 Andlises filogenéticas

Os virus entéricos entram em contato com o ambiente aquatico, principalmente,
através da excrecdo humana de uma populacdo infectada, em consequéncia do
descarte de esgoto. A partir de maus habitos higiénico-sanitarios, esses mesmos
virus presentes no ambiente contaminado voltam a infectar a populagédo (KIULIA, et
al., 2010). No presente estudo, os genomas dos virus entéricos foram detectados
nas aguas superficiais formaram grupos filogenéticos com altas similaridades de
sequéncias gendbmicas com aqueles dos virus detectados nas fezes dos pacientes
infantis avaliados. Um resultado semelhante também foi observado no estudo
realizado por Kishida e colaboradores (2012), no qual se verificou que o niumero de
casos de gastroenterite aguda infecciosa numa determinada regido do Japéo esteve
claramente correlacionado as concentragcfes de virus nas aguas superficiais do rio

estudado.

Em um estudo sobre a distribuicdo temporal e geogréafica do rotavirus humano no
mundo, foram analisadas 45.571 amostras, com dados coletados a partir de 124
estudos em 52 paises, e ficou demonstrado que os gendtipos G mais comuns Sao:
G1, G2, G3, G4 e G9 (SANTOS; HOSHINO, 2005). Outro estudo realizado no Brasil
por Soares e colaboradores (2014), demonstrou maior frequéncia para o0 genaotipo
G2, representando 41% dos casos, seguido de G3 (19%), G1 (8%), G9 (3%) e G12
(2%). Na atual pesquisa, o genotipo G3 (71,4%) foi predominante nas amostras
clinicas e ambientais, sugerindo que ele possa ter desempenhado um papel
importante nos casos de gastroenterite infantil associados aos RV. Os resultados da
caracterizacdo genotipica demonstraram que nenhum rotavirus possuia o genétipo
vacinal (G1). Dessa forma, a emergéncia desses genétipos nao vacinais pode ser
explicada pelo o uso da vacina com rotavirus humano atenuado (G1), que pode ter
causado a selecéo e reemergéncia de outras cepas do virus (NORDGREN, et al.,
2012; ARAGAO, et al., 2013).

No Brasil, mesmo apés a introducdo da vacina anti-RV no calendéario nacional de
vacinagdo, em fevereiro de 2006, esse patdgeno continua sendo um dos principais
agentes virais causadores de gastroenterite infantii (CARVALHO-COSTA, et al.,

2009). Nossos dados demonstram que grande parte da populagéo infantil (31%) da



110

regido estudada nao foi devidamente vacinada, reduzindo a cobertura vacinal para a
doenca. Sendo assim, a caracterizacdo dos genotipos de rotavirus no ambiente e na
populacédo é util para fornecer informacgdes acerca da eficacia da vacina anti-RV e
ainda contribui para que os gestores de politicas publicas possam utilizar estas
informacgdes nas tomadas de decisdes sobre o gerenciamento do programa nacional
de imunizacdo (SOARES, et al., 2014).

Em relacdo aos AdV, seus sorotipos sdo especificamente relacionados com o0s
sintomas apresentados pela doenca (JIANG, 2006). Por isso, ha um crescente
interesse clinico na determinacdo do sorotipo desse virus em isolados clinicos. Os
adenovirus do subgrupo F, sorotipos 40 e 41, sdo virus de veiculacdo hidrica
importantes, relativamente resistentes aos tratamentos convencionais de esgoto e
séo identificados como o0 segundo agente mais comum nos casos de gastroenterite
em criangas depois de RV (KO, et al., 2003). Essa pesquisa, embora limitada a um
pequeno numero de amostras clinicas sequenciadas, mostra uma alta diversidade
entre as cepas de AdV associadas aos casos de gastroenterite infantil. Observa-se
gue o subgrupo C foi 0 mais comum, seguido pelo subgrupo F e D. No subgrupo F
estdo classificados os sorotipos 40 e 41, que sdo 0s principais adenovirus
associados a infec¢des entéricas (SHINOZAKI, et al., 1991; DE JONG, et al., 1993).
Variantes de adenovirus pertencentes ao subgrupo F foram encontradas tanto nas
amostras ambientais quanto nas amostras clinicas, evidenciando também que elas
possam ter desempenhado um papel importante nos casos de gastroenterite infantil

associados aos adenovirus.

Ao contrario do observado para os AdV, onde se observou uma alta diversidade
genotipica, somente o gendtipo Gll.4 foi encontrado para NoV. Esse dado corrobora
com os resultados obtidos em outras pesquisas realizadas no Brasil e no mundo,
onde o gendtipo Gll.4 foi o mais prevalente (FERREIRA, et al., 2008; ARAGAO, et
al.,, 2010; SIQUEIRA, et al., 2011). Dados obtidos em outros estudos também
mostram norovirus Gll.4 sendo predominante, porém circulando concomitantemente
com a presenca de outros genétipos (FIORETTI, et al.,, 2011; ARAGAO, et al.,
2013).
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A tipagem dos subtipos do gendtipo Gll.4 de NoV identificou a circulacdo de 5
variantes diferentes nos ultimos anos. Uma das variantes foi identificada em um
caso muito grave de gastroenterite (BAERT, et al., 2009). E relatado que as
variantes Gll.4 evoluem mais rapido do que os outros gendtipos, numa taxa de
mutacdo de 5 a 36 vezes mais elevada em comparagdo com os genotipos nao Gll.4
(BULL, et al., 2010). Dessa forma, mais dados de vigilancia de outros continentes
sdo necessarios para determinar a implicacdo das sublinhagens de Gll.4 em

epidemias globais.

E importante ressaltar a emergéncia de novas variantes Gll.4 de NoV que coincide
com o0s aumentos consideraveis de infeccdes e epidemias de gastroenterite
causadas por NoV em todo o mundo (WHITE, 2004). Infec¢des por NoV associados
aos Obitos foram mais comumente descritas em populacdes idosas e geralmente
foram adquiridas em instalacdes de cuidados de saude (TRIVEDI, et al., 2013).
Estudos anteriores também sugeriram norovirus como uma potencial causa de
morte em populac¢des vulneraveis. Uma reviséo de focos do lar de idosos identificou
16 6bitos associados a norovirus, entre 1997 e 2007 (GRIEG, et al., 2009).

Por fim, os virus responsaveis por gastroenterite aguda foram detectados nas aguas
superficiais da Baia de Vitoria que sao utilizadas pela populacdo para recreacao e
atividades pesqueiras e nas fezes de criancas que habitam a regido. Esse estudo
fornece evidéncias de que 0s virus patogénicos possuem ampla disseminacao
ambiental e sdo altamente prevalentes nos casos de gastroenterite infantil da regiao
de S&o Pedro, Vitoria, ES. As informacOes obtidas nessa investigacao
epidemioldgica mostram que estudos envolvendo o ambiente e a populacéo, sdo de
fundamental importancia para compreendermos melhor a circulacdo de patdgenos
virais entéricos no ambiente e nas comunidades humanas. Essas informacdes
poderdo ser Uteis para outros estudos de avaliacdo dos riscos a saude publica,
associados a exposicao a fontes de agua de qualidade comprometida (SINCLAIR, et
al., 2009; KAMEL, et al., 2011). O monitoramento forneceu também informacdes
valiosas para futuros projetos de saude publica com objetivos de reduzir os

coeficientes de morbidade e mortalidade infantil, decorrentes de doencas diarreicas.
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7 CONCLUSOES

Os resultados das andlises fisico-quimicas da agua mostraram resultados de
oxigénio dissolvido em desconformidade com os limites preconizados pela
resolucdo CONAMA n° 357, de 2005, indicando que a regido esta sob

impacto antropogénico resultante do descarte de esgoto sanitéario;

As concentracbes de coliformes termotolerantes e Enterococci foram, em
média, superiores aos limites estabelecidos para aguas destinadas a
recreacdo de contato primario conforme resolucdo que assegura niveis

préoprios de balneabilidade;

Os virus entéricos avaliados - adenovirus, rotavirus e norovirus — possuem
ampla disseminacdo ambiental, sendo detectados em praticamente todo o
monitoramento. Dessa forma, a contaminacdo ambiental representa um

potencial risco a saude das populacdes humanas;

Esse estudo contribuiu com informacgdes para tentarmos esclarecer a etiologia
das doencas diarreicas infantis nas Unidades de Saude avaliadas e
evidenciou altas prevaléncias para os trés virus entéricos analisados -
rotavirus, norovirus e adenovirus -, fornecendo dados epidemiolégicos

importantes sobre a circulacdo desses patdogenos na populacao;

O estudo realizado com as amostras clinicas demonstrou que o rotavirus foi
predominante nas infeccBes mistas e obteve 0os maiores nimeros de cépias

gendmicas nas fezes dos pacientes;

A andlise das sequéncias gendmicas virais revelou que houve a formacao de
grupos filogenéticos com altas similaridades entre os virus entéricos
detectados no ambiente aquatico contaminado e na populacédo infantil da
regido, evidenciando que o0s virus patogénicos podem circular

concomitantemente entre as duas matrizes.
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8 RECOMENDACOES

e Utilizar técnicas de cultura celular para avaliar o potencial infeccioso dos
adenovirus detectados nas amostras de aguas superficiais, de forma a
identificar o risco microbiolégico e estimar a probabilidade de infecgéo

humana ap0s a exposi¢do a agua superficial contaminada;

e Monitorar as aguas superficiais da Baia de Vitdria antes e apds a implantacéo

do sistema de esgotamento sanitario na regiao;

e Assegurar a continuidade das atividades de pesquisa com virus entéricos nas
popula¢cdes, com objetivo de manter a vigilancia epidemioldgica da circulacao

viral, considerando a necessidade de acompanhamento do proceso vacinal.
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10 APENDICES

Apéndice 1. Termo de aprovacido do estudo no Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito
Santo.




Apéndice 2. Termo de encaminhamento de pesquisador emitido pela Secretaria
Municipal de Saude de Vitéria (SEMUS) para o desenvolvimento do
estudo na Unidade de Pronto Atendimento de S&o Pedro e na
Unidade de Saude da llha das Caieiras, Vitéria-ES.
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Apéndice 3. Termo de consentimento para participacao no estudo da prevaléncia de
virus entéricos na populacéo da regido de Sao Pedro, Vitoria-ES.

Instituicdo: Departamento de Engenharia Ambiental da Universidade Federal do Espirito Santo

Titulo: Avaliacdo dos efeitos de agBes antropicas sobre a qualidade fisico-quimica e microbioldgica da dgua e de
mariscos na regido estuarina da Baia de Vitéria—ES e suas consequéncias sobre a saide da populagao.

Investigadores: Regina de Pinho Keller, Ethel Leonor Noia Maciel, Rodrigo Pratte-Santos, Karolina Fernandes
Scarpati de Souza, Susanne Mariani Loss, Sara Angelino Martins e Isis de Castro Souza.

DIREITOS: Esse termo de consentimento informara sobre o estudo no qual vocé esta sendo convidado a
participar. Antes de tomar conhecimento de qualquer coisa, é importante que vocé saiba que sua participagéo é
inteiramente voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar deste estudo, sem que nenhum prejuizo decorra desta
decisdo. A informacao obtida a partir deste estudo sera publicada, porém a sua identidade sera mantida em sigilo
todas as vezes, bem como em qualquer publicacao futura que vier a resultar deste estudo. Representantes das
instituicdes colaboradoras podem inspecionar sobre quaisquer aspectos deste estudo que necessitem de
esclarecimento.

OBJETIVOS: A proposta deste estudo sera avaliar se o consumo ou manuseio de mariscos pela populacdo da
regido de Sdo Pedro em Vitdria, pescados em area de manguezal impactada pela contaminagdo com esgotos
domeésticos néo tratados, contribui para a alta prevaléncia de casos de gastroenterites na populacao infantil da
regido.

PROCEDIMENTOS: para participar deste estudo vocé precisara coletar uma amostra de fezes para que
possamos avaliar a presenca de microorganismos que podem causar doenca (infecgéo intestinal).

Todos os resultados serdo encaminhados a unidade de salude para que possam constar do prontudrio da crianca
e verificar junto a equipe médica a necessidade de tratamento da crianca.

RISCOS: Nao havera nenhum risco envolvendo os pacientes.

BENEFICIOS: A sua participacdo neste estudo serd importante para que possamos conhecer a prevaléncia de
virus entéricos (microorganismos que ficam no intestino) na regi@o de estudo e esclarecer a alta notificagdo de
casos de gastroenterites.

CUSTO E PAGAMENTOS: Nao havera custos para os pacientes e eles ndo receberdo quaisquer pagamentos
pela sua aceitacdo em participar deste estudo.

Para informacdes adicionais sobre o estudo vocé pode contatar a Dra. Regina de Pinho Keller ou a Dra. Ethel
Leonor Noia Maciel.

Endereco dos investigadores: UFES/CT/Departamento de Engenharia Ambiental
Av. Fernando Ferrari, 514, CEP: 29075-910, Vitdria, ES.
Telefone: (27) 3335-2119

Contato do CEP:
Telefone: (27) 3335-7211
e-mail: cep@ccs.ufes.br / cep.ufes@hotmail.com

ApGs vocé ter lido, e ter esclarecido suas duvidas, se concordar em participar deste estudo, por favor assine
abaixo.

NOME DO VOLUNTARIO ASSINATURA
Data:

Eu expliquei o propésito deste estudo ao voluntario. Ao meu ver, o paciente entendeu o objetivo, o procedimento,
os riscos e beneficios deste estudo.

NOME DA TESTEMUNHA ASSINATURA
Data:
NOME DO INVESTIGADOR ASSINATURA

Data:
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Apéndice 4. Ficha de pesquisa de virus entéricos em criangas com doenga diarreica
aguda cadastradas na Unidade de Pronto Atendimento de Séao Pedro e
na Unidade de Saude da llha das Caieiras, Vitoria, ES.

Data: [/ |/

Nome da crianca:

Nome do responsavel:

Telefone:

1) Sexo
a) Masculino
b) Feminino

2) Faixa Etéaria

a) <bmeses

b) 6 meses a 1 ano
c) 2a3anos

d) 4 & 8 anos
e)9al2 anos

3) Escolaridade

a) Nao frequenta

b) Creche

¢) Ensino fundamental (<5°ano)
d) Ensino fundamental (>5°ano)

4) Renda Familiar Mensal (salario minimo)
a) <2

b)2a4

c) >4

5) Possui intolerancia a algum alimento?
a) Sim
b) Nao

6) Tipo de alimentacdo na semana do
registro na Unidade de Saude

a) Mariscos da regido

b) Aleitamento exclusivo

c¢) Aleitamento misto

d) Alimentacao caseira (familiar)

7) Contato com caso de diarreia?
a) Sim
b) Néo

Anotacoes gerais:

Bairro:

8) Duracéo da diarreia

a)0—-24hs
b) 1 — 3 dias
c) > 3 dias

9) Ocorréncia de vomitos na ultima semana?
a) Sim
b) Néo

10) Ocorréncia de febre na Ultima semana?
a) Sim
b) Néo

11) Participou de atividades recreativas na
agua recentemente?

a) Sim

b) Néo

12) Sofreu vacinagao viral recentemente?
a) Sim
b) Nao

13) Recebeu vacinacao para Rotavirus?

a) 1 dose

b) 2 doses

c) Nenhuma

d) Sem informacéo
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Apéndice 5. Calculo para obtencédo do numero de copias genémicas em 100 ml de
agua superficial.

1L de &gua superficial

l

12 mL

(Apb6s concentracéo)

800 microlitros

(Ap6s ultrafiltracao)

400 microlitros

(Utilizado para extragéo)

30 microlitros

(Resultado da extracéo)

5 microlitros

(para sintese cDNA)

25 microlitros
(cDNA obtido)

5 ou 10 microlitros

(reacédo gPCR)

X NUMEROS DE COPIAS GENOMICAS/ REACAO
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ENTAO: Exemplo, obtencdo de 10 cdpias gendmicas/reacio

10 copias — 5 microlitros cDNA
X — 25 microlitros cDNA
X= 50 cépias gendbmicas/ 25 microlitros cDNA

25 microlitros cDNA = 5 microlitros da extracdo acidos nucléicos

50 cépias gendmicas — 5 microlitros extracdo acidos nucléicos
X 6

Y — 30 microlitros da extracao acidos nucléicos

Y = 300 cépias gendbmicas/ 30 microlitros da extracdo acidos nucléicos

30 microlitros da extragdo acidos nucléicos = 400 microlitros do ultraconcentrado

300 copias gendmicas — 400 microlitros do ultraconcentrado
Z — 800 microlitros do ultraconcentrado total X 2

Z =600 copias genbmicas/800 do ultraconcentrado total

800 do ultraconcentrado total equivalem a 12 mL do volume concentrado
12 mL do volume concentrado equivalem a 1L (1000 mL).

Para obtencédo do resultado em 100 mL, dividi-se o numero de cépias obtidos por 10.

600 copias genbmicas — 1000 mL U10
X
w — 100 mL de agua do estuario

W = 60 Copias genbmicas/100 mL de agua do estuario
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K = constante (5 x 6 x 2 = 60)
X= namero de cdpias gendmicas por ciclo

N= numero de copias gendmicas/g de tecido de molusco

N=(X * K)/10
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Apéndice 6.Calculo para obtencdo do nimero de cépias gendmicas por grama de

fezes.

0,5 gramas de fezes
4000 microlitros
(Suspensao)

400 microlitros
(Utilizado para extragéo)

30 microlitros

(Resultado da extracéo)

5 microlitros da extracao

(para sintese cDNA)

25 microlitros
(cDNA obtido)

5 ou 10 microlitros
(reacédo gPCR)

!

X NUMEROS DE COPIAS GENOMICAS/ REACAO
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ENTAO: Exemplo, obtencdo de 10 cdpias gendmicas/reacio
10 copias — 5 microlitros cDNA
X — 25 microlitros cDNA

X= 50 cépias gendmicas/ 25 microlitros cDNA

X5

25 microlitros cDNA = 5 microlitros da extracdo acidos nucléicos

50 copias genbémicas — 5 microlitros extracédo acidos nucléicos
Y ~ s . X 6
Y — 30 microlitros da extracdo acidos nucléicos

Y = 300 coépias gendbmicas/ 30 microlitros da extra¢do acidos nucléicos
30 microlitros da extragdo acidos nucléicos = 400 microlitros da extracgao inicial

300 copias gendmicas — 400 microlitros da extracdo inicial
x 10
Z — 4000 microlitros de suspenséao

Z =3000 copias gendmicas/4000 microlitros de suspenséo

4000 microlitros de suspenséo = 0,5g de fezes
3000 copias gendmicas — 0,5 g de fezes )
X
w —1g de fezes

W = 1500 Copias genbmicas/g fezes

K = CONSTANTE (5 x 6 x 10 x 2 = 600)
(X*K)



