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RESUMO

Os virus entéricos eliminados pelas fezes de individuos infectados se dispersam nos
ambientes aquéaticos por meio do lancamento de esgoto. Dentre esses virus 0s norovirus
(NoV) séo atualmente considerados a principal causa de surtos de gastrenterite mundialmente,
decorrentes da ingestdo de agua e alimentos contaminados, como também estdo associados a
hospitalizacdes. O objetivo dessa pesquisa foi detectar e caracterizar parcialmente os NoV
humanos (genogrupos | e IlI) em diferentes tipos de agua e esgoto bruto da Regido
Metropolitana de Belém. O estudo envolveu aguas superficiais de baia (Ver-o0-Peso), rio
(Porto do Acai), igarapé (Tucunduba) e dois mananciais (Bolonha e Agua Preta), como
também agua tratada (ETA-Bolonha) e esgoto bruto (EEE-UNA), coletadas mensalmente ao
longo de dois anos. Essas aguas e esgoto (2 litros) foram inicialmente concentradas em
membranas filtrantes obtendo-se um volume final de 2mL. O &acido nucléico foi extraido pelo
método da silica e submetido a reacdo de semi nested RT-PCR (reacdo em cadeia mediada
pela Polimerase precedida de transcri¢do reversa) utilizando iniciadores especificos para NoV
Gl e GIl. O cDNA obtido ap6s transcrigdo reversa foi utilizado para pesquisa de GI/GlI
também por TagMan® PCR em tempo real. As amostras positivas por ambas as metodologias
moleculares foram analisadas para a regido 5’-terminal da ORF2 por nested (Gl) e semi
nested (GII) com o intuito de obter amplicon para identificacdo das cepas circulantes, sendo
posteriormente purificados com uso de kit comercial e submetidos a caracterizagdo molecular
em sequenciador automatico. As sequéncias obtidas foram editadas, alinhadas e comparadas
com outras depositadas no banco de genes (GenBank - NCBI) e no site NoV genotyping tool.
No periodo de novembro de 2008 a outubro de 2010, 168 amostras de dgua e esgoto foram
coletadas e analisadas quanto a presenca de NoV, obtendo-se positividade de 33,9% (57/168),
das quais 21,1% (12/57) foram positivas somente por TagMan® PCR em tempo real, 19,3%
(11/57) por semi nested e 59,6% (34/57) por ambas. Considerando as duas metodologias
utilizadas, nos casos positivos, Gl (82,5% -47/57) foi mais frequente do que GII (79,0% -
45/57). Porém, na maioria das amostras houve coexisténcia dos dois genogrupos (61,4% -
35/57), principalmente nas amostras do igarapé Tucunduba e EEE-UNA, considerados 0s
locais mais contaminados por NoV. Por outro lado, na ETA-Bolonha esse agente ndo foi
encontrado. Das 57 amostras positivas por TagMan® PCR em tempo real e/ou semi nested
RT-PCR, 53 foram retestadas para a regido 5’-terminal da ORF2, uma vez que quatro
apresentaram quantidade insuficiente de material que permitisse uma nova analise, assim em
47,2% (25/53) o genoma de NoV foi detectado, das quais 12% (3/25) pertenciam ao Gl, 24%
(6/25) ao Gl e 64% (16/25) para ambos. Os gendtipos mais frequentes de Gl e Gll foram
respectivamente G1.8 (n=8) e Gll.4 (n=12), porém outros gendétipos foram observados com
menor incidéncia como GI1.6 (n=3), GII.9 (n=2), GII.12 (n=1), Gll.14 (n=1), GI.1 (n=1) e
Gl.4 (n=2). Devido a baixa qualidade das sequéncias obtidas oito amostras ndo puderam ser
genotipadas para Gl e trés para GIll. Das 96 amostras com concentracdo de coliformes
termotolerantes acima do recomendado, 34 (35,4%) também foram positivas para NoV.
Aumento na condutividade e solidos totais dissolvidos foi observado nos materiais do Ver-o-
Peso e igarapé Tucunduba, assim como a turbidez foi nitidamente mais elevada nesses locais
e no Porto do Acai. No periodo menos chuvoso (julho a novembro) houve uma tendéncia no
aumento da positividade para NoV, e nos meses de maior pluviosidade (dezembro a junho)
notou-se um decréscimo na incidéncia desse agente. Os resultados obtidos no presente estudo
apontam a circulacdo de NoV Gl e GIlI nos ambientes aquaticos de Belém, revelando a
degradacdo que estes corpos hidricos vém sofrendo como consequéncia da precariedade ou
auséncia de saneamento na nossa cidade, permitindo a permanéncia nesses ecossistemas,
juntamente com seus efluentes, de patdgenos causadores de doencas.

Palavras-chave: Norovirus, genotipagem, agua, esgoto, Belém



ABSTRACT

Enteric viruses excreted in feces from infected individuals dispersed in aquatic environments
by sewage discharge. Among these viruses, the norovirus (NoV) is actually considered the
main cause of gastroenteritis outbreaks worldwide, resulting from the ingestion of
contaminated food and water as well as is also associated with hospitalizations. This research
aimed to detect and partially characterize the human NoV (GI/GlI) in different water matrices
and in untreated sewage from Metropolitan Region of Belem. The study involved superficial
waters from bay (Ver-0-Peso), river (Acai’s Port), stream (Tucunduba) and two lakes
(Bolonha and Agua Preta), as well as treated water (WTP-Bolonha) and untreated sewage
(SLP-UNA), monthly collected over two years . The water and sewage (2 liters) were initially
concentrated on filtering membranes to obtain a final volume of 2 mL. The nucleic acid was
extracted by silica method and submitted to semi nested RT-PCR (reverse transcription
Polymerase chain reaction) using NoV Gl and GlI specific primers. The cDNA obtained after
reverse transcription was also used to investigate the GI/GIl by TagMan® real time PCR. The
positive samples for both molecular methods were analyzed for 5’end ORF2 by nested (for
GI) and semi nested (for Gll) in order to obtain amplicon for identification of circulating
strains, being further purified using a commercial kit and submitted to molecular
characterization in the automated sequencer. The obtained sequences were edited, aligned and
compared to others available in gene bank (NCBI) and in the site NoV genotyping tool. In the
period of November 2008 to October 2010, 168 water and sewage samples were collected and
analyzed for NoV presence, obtaining a positivity of 33.9% (57/168) of which 21.1% (12/57)
were positive only by TagMan® real time PCR, 19.3% (11/57) only by semi nested and
59.6% (34/57) for both. Considering the two methodologies used, in the positive cases Gl
(82.5% - 47/57) was most frequent than GII (79.0% - 45/57). However, in most samples there
was coexistence of the two genogroups (61.4% - 35/57), mainly in the Tucunduba and SLP-
UNA samples, considered the most NoV contaminated sites. On the other hand, in WTP-
Bolonha this agent was not found. Of 57 positive samples by TagMan® real time PCR and/or
semi nested RT-PCR, 53 were retested for 5’end ORF2, since four samples showed
insufficient quantity of material which allowed a new analyze, so, in 47.2% (25/53) the NoV
genome was detected, of these 12% (3/25) belonging to GI, 24% (6/25) to Gll and 64%
(16/25) for both. The most frequent GI and GII genotypes were GI1.8 (n=8) and Gll.4 (n=12),
respectively, but others genotypes were also observed with lower incidence as GII.6 (n=3),
GIl.9 (n=2), GII.12 (n=1), GIL.14 (n=1), GI.1 (n=1) and Gl.4 (n=2). Due to low quality of
sequences obtained, eight samples could not be genotyped for Gl and three for Gll. Of 96
samples with concentration of thermotolerant coliforms above the recommended, 34 (35.4%)
were also NoV positive. Increase on conductivity and total dissolved solids was observed in
materials from Ver-o-Peso and Tucunduba, as well as the turbidity was notably higher in
these places and the Acai’s Port. In the less rainy period (July to November) there was a trend
in positivity increasing for NoV, and in the highest rainfall (December to June) a decrease in
the incidence of this agent was noted. The results obtained in the present study indicate the
circulation of NoV GI and GII in aquatic environments in Belem, revealing the degradation
that these water bodies have suffered, as a result of poverty or lack of sanitation in our city,
allowing the permanence of pathogens in these ecosystems, along with its effluents.
Key-words: Norovirus, genotyping, water, sewage, Belém city.
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VLPs Do inglés virus-like particles, que significa “particulas semelhantes a virus”
Xg Gravidade, unidade de aceleracao

ug Micrograma

uL Microlitro

um Micrémetro

uS Micro Siemens

°C Graus Celsius
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1. INTRODUCAO

A 4gua € um elemento precioso a permanéncia da vida no planeta e por isso é alvo
de muitas preocupacfes, como 0 prendncio de escassez e a manutencdo de sua qualidade
visando o consumo humano.

A qualidade microbiolégica dos ambientes aquéticos utilizados para diversas
finalidades (consumo humano, recreacao, irrigacao, etc) vém sendo ameacada, sobretudo em
decorréncia do impacto provocado pelo desordenado processo de urbanizacdo e pela descarga
de efluentes oriundos dos sistemas de saneamento precérios, além do escoamento direto para
as aguas superficiais de dejetos provenientes de animais e humanos infectados,
principalmente por virus entéricos como rotavirus (RV), norovirus (NoV), sapovirus (SaV),
astrovirus (AstV), adenovirus (AdV) e enterovirus (EV) (BOSCH, 1998; FONG & LIPP,
2005; 11ZUKA et al., 2010; SILVA et al., 2009; WYN-JONES et al., 2011).

Recentemente, o surgimento de metodologias para a concentracdo de particulas
virais presentes na agua permitiu a deteccdo desses virus em amostras ambientais. O
aprimoramento de técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia mediada pela polimerase
(PCR) com suas diferentes modalidades (nested PCR e PCR quantitativa-gPCR), tem
estimulado a realizacdo de diversos estudos em virologia ambiental em diferentes paises, 0
que vem contribuindo para um conhecimento mais preciso da circulagdo desses agentes virais
no ambiente (ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009; KATAYAMA et al., 2002; LA ROSA et
al., 2010a; PRADO et al., 2011; SILVA et al., 2009; SUFFREDINI et al., 2011; VICTORIA
et al., 2010a).

Dentre 0s virus entéricos, 0 NoV assume importancia por ser a causa mais comum
de surtos de gastrenterites, responsavel pela ocorréncia de pelo menos 80-90% dos mesmos
em ambito mundial, acometendo pessoas de todas as faixas etarias. Esse agente também tem
sido identificado tanto em casos de hospitalizacGes como em ambulatérios (LE GUYADER et
al., 2010; VICTORIA et al.,, 2010a; CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE
DOENCAS, 2011).

Os NoV sdo virus ndo envelopados, pertencentes a familia Caliciviridae, género
Norovirus, com simetria icosaédrica e possuindo cerca de 26 a 35 nm de didmetro. Seu
genoma é constituido de uma fita simples de RNA com polaridade positiva, estando dividido
em cinco genogrupos, Gl a GV, sendo os genogrupos I, Il e IV os que infectam humanos
(GREEN, 2007; CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS, 2011;
SUFFREDINI et al., 2011).
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A transmissdo do NoV se da pela via fecal oral, pelo contato pessoa a pessoa,
aerossois provenientes de vomitos, fomites e, principalmente, pela ingestdo de agua e
alimentos contaminados, como mariscos (ostras e mexilhdes) e vegetais crus (CENTRO DE
CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS, 2011).

Estudos conduzidos em diversos paises apontaram a presenca de NoV em aguas
superficiais, destinadas a recreagdo e ao consumo humano e efluentes oriundos de esgoto
tratado e ndo tratado, evidenciando o grande risco para a saude humana apds o contato com
esses ambientes (CHEONG et al., 2009; FONG & LIPP, 2005; KOH et al., 2011; VICTORIA
etal., 2010a; WYN-JONES et al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

A caréncia nas condicOes de saneamento e como consequéncia a ma qualidade da
agua destinada ao consumo sdo graves problemas de salde publica, pois estdo diretamente
relacionadas a transmissao de doencas.

Estudos epidemioldgicos ja relataram a ocorréncia de diversos surtos associados a
ingestdo de agua ou alimentos contaminados, sobretudo os relacionados a quadros de
gastrenterite aguda, os quais representam 4,1% do total das doencas ocorridas em todo o
mundo, sendo responsaveis por dois a quatro bilhGes de episodios e 1,8 milhdo de mortes a
cada ano, principalmente entre menores de cinco anos (BOSCH, 1998; WYN-JONES &
SELLWOOD, 2001; LECLERC et al., 2002; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2004; GILL & HODGES, 2010).

O Instituto Evandro Chagas (IEC), mais especificamente a Secdo de Virologia
(SAVIR) vem, h& mais de 30 anos, pesquisando os principais virus entéricos como o0s RV,
NoV, SaV, AstV e AdV entéricos (sorotipos 40/41) em amostras fecais e 0s resultados
obtidos apontam para uma participacdo efetiva destes virus nos processos diarreicos
investigados. No entanto, devido a falta de metodologias para a concentracdo de particulas
virais a partir da dgua ndo era possivel detectar esses agentes neste material, e com isso,
relacionar sua participagdo como veiculadora desses patdgenos.

A partir de 2008, iniciou-se no IEC um estudo colaborativo entre a SAVIR e a
Secdo de Meio Ambiente (SAMAM), no qual foram estrategicamente selecionados sete
pontos de amostragem onde j& havia sido realizada uma vigilancia ambiental para o Vibrio
cholerae O1 (SA et al., 2007). Na ocasido foi implementada a metodologia de concentragéo e
deteccdo de RV, NoV, AstV, AdV e virus da Hepatite A em aguas e esgoto por PCR
qualitativa, revelando a circulacdo desses agentes nas amostras ambientais da Regido
Metropolitana de Belém, Pard (MAESTRI et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2010a, 2010b;
GURJAO et al., 2010; SPADA et al., 2011).

Nos ultimos anos as técnicas de nested PCR e qPCR tém sido consideradas
metodologias importantes para a identificacdo e quantificacdo dos NoV, sobretudo em estudos
ambientais pela capacidade de detectar pequenas quantidades do genoma viral (GREEN et al.,
1998; LA ROSA et al., 2009, LA ROSA et al., 2010a; SUFFREDINI et al., 2011). Além
disso, ao utilizar a qPCR o risco de contaminacdo € minimizado, uma vez que 0s materiais sao

pouco manipulados.
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Em muitos paises, incluindo o Brasil, a avaliacdo da qualidade da agua € realizada
por meio da quantificacdo de bactérias, as quais ndo possuem relacdo com a presenca ou
auséncia de contaminacdo viral (FONG & LIPP, 2005; TAVARES et al., 2005; BRASIL,
2011). Para se determinar um bom indicador da qualidade da agua algumas caracteristicas
como a persisténcia e a viabilidade do agente infeccioso no meio aquatico e a dose requerida
para estabelecer a infeccdo em individuos suscetiveis devem ser consideradas (LECLERC et
al., 2002).

Os virus entéricos, por exemplo, podem permanecer viaveis por longos periodos
na agua resistindo as condicBes adversas do ambiente e até aos processos atualmente
aplicados no tratamento de agua e esgoto (LA ROSA et al., 2010a). Além disso, possuem
dose infectante extremamente baixa (1-50 particulas infecciosas) e sdo eliminados pelas fezes
de individuos infectados em concentraces bastante elevadas, variando de 10°> a 10™
particulas virais por grama de fezes (LECLERC et al., 2002; FONG & LIPP, 2005;
TAVARES et al., 2005). Devido a isso, os virus vém sendo sugeridos como possiveis
indicadores de contaminacdo fecal em ambientes aquaticos que, aliados aos atuais indicadores
bacterioldgicos, permitiriam avaliar a qualidade da agua de forma mais eficaz e assim
melhorar a salde da populagdo (FONG & LIPP, 2005; LA ROSA et al., 2010a).

Sado raros os estudos na area de virologia ambiental na Regido Norte e,
considerando o impacto que os NoV representam para a salde publica, e a participacdo da
agua como potencial veiculo na transmissdo desses agentes, é de fundamental importancia a
investigacdo da presenca dos NoV em amostras ambientais por métodos eficazes, objetivando
correlacionar a presenca de surtos por provavel contaminacdo hidrica, bem como a
identificacdo das cepas circulantes, auxiliando na definicdo de estratégias que visem o

monitoramento de aguas, principalmente aquelas destinadas ao consumo humano.



19

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Detectar a presenca de NoV em diferentes amostras de agua e esgoto ndo tratado
na cidade de Belém, Par4, Brasil, 2008 a 2010.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a frequéncia de NoV humano (genogrupos | e Il) nos diferentes locais
e amostras ambientais analisadas;

e Comparar a sensibilidade, especificidade e replicabilidade de duas técnicas
moleculares quanto a deteccdo de NoV em amostras ambientais;

e Comparar o nivel de contaminacdo por NoV dos pontos estudados frente ao
esgoto e a agua tratada;

e Identificar os gendtipos de NoV circulantes nestes ambientes aquéticos;

e Correlacionar os achados referentes a presenca de coliformes termotolerantes e

dos fatores fisico-quimicos e pluviométricos nos casos positivos para NoV.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. AMBIENTE E SAUDE

Atualmente a preservacdo do ambiente em que vivemos € um dos assuntos mais
discutidos a nivel mundial. Essa preocupacdo tornou-se imprescindivel diante da situacdo de
degradacdo que se encontram 0s ecossistemas, 0 que pode gerar um colapso em relacdo a
sobrevivéncia na Terra, j& que 0S recursos naturais, considerados pelo homem como um bem
inesgotavel, tendem a ficar cada vez mais escassos (ORGANIZACAO DAS NACOES
UNIDAS, 2013).

Um ambiente “saudavel” reflete diretamente no bem estar fisico humano, € 0
desequilibrio nessa relacdo causa grandes impactos em termos de salde publica. Estima-se
que um quarto da carga global de doencas, sendo mais de um tergo somente entre as criangas,
é atribuido a fatores ambientais, ocorrendo em maior nimero nos paises em desenvolvimento
do que naqueles desenvolvidos (PRUSS-USTUN & CORVALAN, 2006).

Dentre os fatores ambientais que podem ocasionar uma série de doencas estdo
principalmente a poluigdo da &gua e a precariedade e/ou auséncia de sistemas de saneamento
e abastecimento de agua. Segundo Bartram & Cairncross (2010) cerca de 2,4 milhdes de
mortes em todo o mundo poderiam ser evitadas anualmente se a populacdo adotasse bons
habitos de higiene e fosse atendida por esses sistemas, considerando que muitos desses 0bitos
estdo associados a diarreia e consequentemente a desnutricao.

A &gua é um recurso indispensavel para a sobrevivéncia do ser humano, mas sua
quantidade sob a forma de agua doce é limitada e sua qualidade vem sendo constantemente
ameacada (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

Do total de agua disponivel na superficie terrestre apenas 2,5% corresponde a
agua doce, no entanto 80% destas encontram-se sob a forma de geleiras, logo ndo pode ser
consumida. O Brasil representa um dos maiores potenciais hidricos do planeta possuindo 12%
do total de agua potavel disponivel no mundo. A regido Amazonica é a maior detentora dessa
riqgueza, concentrando cerca de 70% desse volume (BRASIL, 2010). Apesar da sua
abundancia, a preservacdo e 0 uso racional da agua sdo de extrema importancia
(ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS, 2013).

Promover saneamento basico, assegurar & populacdo acesso a agua com boa

qualidade e tratamento de esgoto sdo medidas fundamentais que garantem boas condigdes de
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satde e bem estar a sociedade (BARTRAM & CAIRNCROSS, 2010). Estima-se que 61% da
populagdo mundial possuem alguma melhoria de saneamento em suas casas, 0 que inclui vaso
sanitario e descarga, ainda assim uma em cada cinco pessoas defeca a céu aberto. Com
relacdo ao acesso a agua potavel, aproximadamente 54% recebem agua encanada em seus
domicilios, entretanto ha evidéncias de que em algumas cidades asiaticas, por exemplo, esse
fornecimento ndo seja tdo confiavel pelo fato de ndo atender aos padrdes nacionais de
qualidade de &gua (BARTRAM & CAIRNCROSS, 2010).

Atualmente no Brasil, 0 acesso a agua potavel parece estar em melhor situacao se
comparado ao tratamento de esgoto. Mais de 90% da agua que é destinada ao abastecimento
da populacdo brasileira sofre processo de purificacdo antes de ser distribuida, enquanto que
apenas 7,1% é fornecida sem qualquer tratamento. Dos municipios brasileiros cerca de 55%
possuem rede de esgoto, entretanto pouco mais da metade tratam esses efluentes antes de
serem lancados no ambiente. Em ambas as situacGes, a regido Norte é a que mais sofre com a
precariedade de tratamento de agua e esgoto (IBGE, 2011).

Uma variedade de virus, bactérias e protozoarios podem ser eliminados nas fezes
de individuos infectados, sintomaticos ou ndo (LECLERC et al., 2002). Com a precariedade
dos sistemas de saneamento béasico, o langamento dessas excretas fecais no ambiente é
facilitado, podendo causar direta ou indiretamente a contaminacdo das aguas por diversos
patégenos e favorecendo a ocorréncia de doencas (Quadro 1) (BOSCH, 1998).

Segundo dados da OMS, 88% da carga global de doencas é atribuida ao
abastecimento de dgua sem qualidade, saneamento e higiene, ocorrendo principalmente em
paises em desenvolvimento. Dentre essas doencas, a diarreia € a maior causa de morbi-
mortalidade, sendo responsavel por 1,5 milhdo de mortes a cada ano, especialmente entre
criancas menores de cinco anos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009).

No Brasil, apesar de ter havido um decréscimo nas taxas de internacbes por
doencgas relacionadas a saneamento inadequado, elas ainda estdo elevadas, sobretudo nas
regidbes Norte e Nordeste, e as relacionadas com diarreia sdo o principal motivo dessas
hospitalizacdes. Observa-se ainda que esses indices elevados sdo encontrados nas regides
onde 0 acesso aos servicos de saneamento € menor, evidenciando que intervencdes em agua,

esgoto e higiene séo bastante eficientes no controle das doengas (IBGE, 2011).
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Quadro 1. Patdgenos e doengas associados com a via hidrica. Adaptado de Viroclime, 2011.

Virus
Gripe, febre, dor de cabeca, nduseas, dores
Hepatite A Hepatite musculares, fraquez_a, ictericia e dor
abdominal

Hepatite E Gripe, febre, fadiga, nduseas e vomitos

Rotavirus

Norovirus . Diarreia aquosa, vomitos, dor de cabeca,
Astrovirus Gastrenterite febre e dor abdominal
Adenovirus

Enterovirus

Gastrenterite, infeccbes
respiratorias, meningite
asséptica, miocardite,
diabetes mellitus,

Diarreia, febre baixa, paralisia flacida e
aguda

encefalite
Virus BK Doenga Renal Cistite hemorragica, doenca renal
Virus JC Doenca renal
Bactérias

Vibrio cholerae

Célera

Diarreia aquosa, vomitos, fezes com aspecto
de 4gua de arroz, caimbras musculares

Salmonella spp. (incluindo

Salmonelose, febre

Dor de cabeca intensa, vomitos, diarreia e

M. tuberculosis)

S. Typhi) tiféide dor abdominal
Aeromonas spp. Aeromonas associada a Infeccéo de ferida e diarreia aguda
diarreia
Shigella spp. Shigelose Diarreia, febre e nausea
Campylobacter spp. Campilobacteriose Diarreia, dor abdominal e febre
Escherichia coli Gastrenterite Diarreia, dor abdominal, febre leve e anemia
Yersinia spp. Yersiniose Febre, diarreia e dor abdominal
Helicobacter pylori Gastrite Nauseas, azia e vomito.
Mycobacteria spp. (menos Vaérias InfecgBes de feridas, doencas de pele e

ulceracéo.
Leptospira spp. Leptospirose Febre, dor nas articulagdes, dor de cabeca e
calafrios
Pseudomonas spp. Vaérias Infecgdes de feridas, doencas de pele e
ulceracéo
Protozoérios
Giardia spp. Giardiase Diarreia, dor abdominal, nduseas, vomitos,

febre, calafrios e perda de peso

Cryptosporidium spp.

Criptosporidiase

Diarreia, ndusea, vomito e febre ligeira

Cyclospora spp. Ciclosporiase Diarreia aquosa, vomitos, nauseas, célicas
estomacais e febre
Entamoeba histolytica Amebiase Diarreia, dor abdominal e febre
Acanthamoeba spp. Varias Dor grave nos olhos, vermelhidéo dos olhos,
visdo turva e lacrimejamento excessivo
Fungos

Microsporidium spp.

Microsporidiase

Diarreia, perda de peso, desnutri¢éo e
fraqueza

Zygomycosis spp.

Zigomicose

Dor ao redor dos olhos, dor facial, dor de
cabeca e nauseas
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4.2. HISTORICO DA VIROLOGIA AMBIENTAL

Os primeiros estudos visando a deteccdo de virus em amostras ambientais datam
da década de 1940 e foram realizados, principalmente, devido a ocorréncia de surtos de
doencas associadas com a transmissao hidrica. No ano de 1945, foi relatado o isolamento do
poliovirus em amostras de agua de um riacho em Ohio (EUA) onde vérias pessoas
apresentaram problemas gastrintestinais apds contato com &agua de recreacdo. Um dos
principais motivos da contaminacdo foi o recebimento, ao longo do riacho, de agua de
drenagem proveniente de fazendas (TOOMEY et al., 1945).

Em 1953 foi descrito um método de deteccdo de coxsackievirus a partir de
amostras de esgoto, baseado em adsorcdo e elui¢do utilizando resinas de troca ibnica, que
possuem a propriedade de liberar ions sodio, hidrogénio ou hidroxila bem como captar cations
ou anions quando em contato com a agua. Com essa metodologia, além da detec¢do do virus
foi possivel avaliar outras varidaveis como persisténcia, flutuacdo sazonal, tipos isolados e
fontes de contaminacdo (KELLY, 1953).

Entre os anos de 1955 e 1956 ocorreu um surto de hepatite em Nova Delhi (india)
devido a contaminagdo por esgoto de um rio que alimentava um sistema de tratamento de
agua, o qual se mostrou eficiente no controle bacteriano, no entanto cerca de 30.000 casos da
doencga foram detectados na populagdo (BOSCH, 1998).

Kelly e cols. isolaram o0s poliovirus e coxsackievirus a partir de amostras de
esgoto de Nova York (EUA), utilizando camundongos recém-nascidos para o isolamento viral
associado ao cultivo celular (KELLY et al., 1957).

Apos os esforcos em detectar a presenca de virus em agua e esgoto, no final da
década de 1950 e inicio de 1960, surge outra preocupacdo relacionada com a inativacdo dos
virus. Nesse sentido, alguns estudos foram desenvolvidos com o objetivo de avaliar o tempo e
0 pH requerido para inativacdo viral sob os efeitos de algumas substancias, como o cloro e
cloro combinado (KELLY & SANDERSON, 1958; KELLY & SANDERSON, 1960), que
continuam sendo bastante utilizados no tratamento de agua e esgoto (TAVARES et al., 2005).

Em 1967 percebeu-se que alguns métodos de adsorgdo viral a partir de esgoto
eram limitados quanto a deteccdo de pequenas concentragdes de virus e ao uso de grandes
volumes de amostras, uma vez que aceitavam analisar no maximo um litro da mesma. Assim,
um novo método foi desenvolvido utilizando uma membrana para a concentracdo desses

agentes, que permitiu o uso de maiores volumes de amostra como também a separacdo de
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bactérias livres presentes no esgoto pela realizagdo de uma filtracdo preliminar sem que
houvesse perda viral, sendo possivel também a eliminacdo da toxicidade celular bastante
comum nesse tipo de amostra (WALLIS & MELNICK, 1967).

Christovéo et al. (1967), utilizando o método de adsor¢do a uma resina de troca
ibnica, detectaram enterovirus (poliovirus e coxsackievirus) em amostras de &gua
contaminadas por efluentes de esgoto as quais eram utilizadas para irrigacdo de hortas no
estado de Sao Paulo. A partir de entdo se destacam trabalhos visando a deteccdo de rotavirus
em amostras esgoto e lagos da mesma cidade (MEHNERT & STEWIEN, 1993).

Nas décadas de 1970 e 1980, além do reconhecimento de novos virus, houve um
aumento crescente nos estudos relacionados a obtencdo de novas técnicas de concentracdo
viral de agua e esgoto, bem como o surgimento de novas pesquisas envolvendo a deteccao de
virus em moluscos (GRINSTEIN et al., 1970; SMITH & GERBA, 1982; LEWIS &
METCALF, 1988).

Desde 1990 até o presente momento, o advento e o aprimoramento de técnicas
moleculares de deteccdo trouxe impactos positivos na area de virologia ambiental, ja que
possibilitou a obtencdo de virus em diversos tipos de matrizes ambientais, aléem de fornecer
dados sobre a circulagdo dos mesmos nos ambientes aquaticos e os genotipos envolvidos
(GREEN et al., 1998; LODDER et al., 1999; KITAJIMA et al., 2012).

No Brasil nos altimos anos, a virologia ambiental vem sendo difundida nos
principais centros de pesquisa do pais. Atualmente ela é realizada em S&o Paulo (Laborato6rio
de Virus Entéricos Humanos e Animais/Universidade de Sdo Paulo; Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental), Rio de Janeiro (Laboratério de Virologia Comparada
e Ambiental, Desenvolvimento Tecnolégico em Virologia e Virologia Molecular/Fundacéo
Oswaldo Cruz), Santa Catarina (Laboratério de Virologia Aplicada/Universidade Federal de
Santa Catarina), Rio Grande do Sul (Laboratério de Microbiologia Molecular/Instituto de
Ciéncias da  Salde/Universidade  Feevale), Espirito Santo  (Laboratério de
Saneamento/Universidade Federal do Espirito Santo), Goias (Nucleo de Pesquisas em
Agentes Emergentes e Re-emergentes/Universidade Federal de Goias) e Para (Laboratério de

Virus Entéricos, Laboratdrio de Microbiologia Ambiental/Instituto Evandro Chagas).
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4.3. RESISTENCIA VIRAL NO AMBIENTE

Na agua os virus entéricos possuem prolongada resisténcia, porém podem sofrer
inativacdo por influéncia de alguns fatores como os ambientais (temperatura, pH, radiacdo
ultravioleta - UV, sais e metais) e outros relacionados ao virus, como a capacidade de
adsorcdo a solidos em suspensdo/sedimento e caracteristicas proprias da particula (FONG &
LIPP, 2005; GERBA, 2007).

A temperatura provavelmente é uma das principais adversidades que afetam a
resisténcia viral. De modo geral os virus sdo mais estaveis a baixas temperaturas (GERBA,
2007). Diversos estudos apontam persisténcia prolongada em &guas naturais com baixas
temperaturas, como a de mares, rios e subterraneas. Assim como na exposi¢do a radiacdo UV,
este fator também causa danos ao capsideo viral e ao &cido nucléico, o que pode inibir ndo
somente a adsorcdo do virus ao seu hospedeiro, como também inativar enzimas importantes
ao processo de replicagdo (FONG & LIPP, 2005). Em uma investigacdo que objetivou avaliar
a inativacao de virus sob efeito de luz solar foi observado que houve maior inativacdo de
poliovirus, echovirus e coxsackievirus no verdo (3 logs) do que no inverno (1 log) (FUJIOKA
& YONEYAMA, 2002).

Os virus sdo mais resistentes em valores de pH que variam de 3 a 5, mas em aguas
naturais onde o pH é mais elevado (5 a 9) é possivel ainda encontrar estabilidade viral. A
sensibilidade ao pH depende da cepa envolvida. Os enterovirus, por exemplo, podem resistir a
valores de pH bastante extremos (1 a 2 e de 11 a 11,5). Sabe-se também que os adenovirus e
0s rotavirus sdo bastante sensiveis a pH 10 ou mais (GERBA, 2007).

Em &gua doce, frequentemente, os virus possuem maior resisténcia do que em
agua do mar devido mais a presenca de micro-organismos antagonistas do que o aumento da
concentracdo de sal. Entretanto, alguns virus sdo protegidos da inativacdo pelo calor pela
presenca de certos cations (sais) (GERBA, 2007).

A ligagdo dos virus a solidos em suspensdo ou em sedimento confere maior
persisténcia ambiental aos mesmos, pois essa associa¢do protege a particula viral de enzimas
e outros agentes degradantes, assim como da inativacdo pela radiacdo UV (FONG & LIPP,
2005; GERBA, 2007).

As caracteristicas virais, como tamanho, presenca de envelope e tipo de &cido
nucleico, também influenciam na resisténcia ambiental. Virus com diametros maiores séo

mais estaveis e possuem maior eficacia na adsor¢édo a solidos e sedimentos, assim como virus
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ndo envelopados sdo mais resistentes devido a capacidade de cristalizacdo, enquanto que oS
envelopados por possuir camada lipidica sdo facilmente inativados. Virus de DNA de fita
dupla sdo consideravelmente mais resistentes a radiacdo UV, pois podem utilizar enzimas de
reparo da célula hospedeira para reverter os danos causados pela radiacdo UV (GERBA,
2007).

4.4, TRANSMISSAO HIDRICA DE VIRUS ENTERICOS

Segundo Bosch (1998), aproximadamente 100 espécies de virus que causam
enfermidades em humanos podem ser encontrados no esgoto. Dentre eles destacam-se 0s
virus entéricos, grupo de virus que normalmente estdo presentes no trato gastrintestinal,
podendo causar doenca ou infec¢do assintomatica (WYN-JONES & SELWOOD, 2001).

Os virus entéricos contaminam os ambientes aquéaticos por meio do lancamento
indiscriminado de efluentes oriundos de esgoto, o qual pode conter excretas fecais de
individuos infectados. A eliminacdo desses virus por pacientes que apresentam quadros de
hepatite ou gastrenterite é extremamente alta, cerca de 10° a 10 particulas virais por grama
de fezes (BOSCH, 1998; LECLERC et al., 2002). No ambiente os virus entéricos enfrentam
um grande percurso até a infec¢do no hospedeiro humano, a qual pode ocorrer principalmente
pelo consumo de &gua e alimentos contaminados ou devido ao contato com aguas destinadas a

recreacdo (Figura 1).

Fezes
contaminadas

‘ b astecimento %} Lencois freaticos ‘

Homem ‘

Figura 1. Vias de disseminacdo dos virus entéricos pelo ambiente. Fonte: Adaptado de Bosch,
1998. Figuras ilustrativas foram obtidas no site Google Imagens.
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Os virus entéricos causadores de gastrenterite sdo altamente infecciosos, pequenos
(25-100 nm) e geralmente ndo sdo envelopados o que contribui para sua dispersdo e
persisténcia nos ambientes aquaticos (SCHWAB, 2007). Dentre esse grupo de virus estdo os
norovirus, rotavirus, astrovirus, adenovirus 40/41 e enterovirus como agentes responsaveis
pela ocorréncia de casos esporadicos, surtos e hospitalizagGes por gastrenterite associada com
0 consumo ou contato com agua contaminada (WYN-JONES & SELWOOD, 2001;
SCHWAB, 2007). Além desses patdgenos, o virus da hepatite A e E possuem relevancia
ambiental e clinica, considerando os diversos surtos descritos envolvendo transmissao hidrica,
principalmente em ambientes de recreacdo e sistemas de abastecimento de agua, além da via
alimentar por meio do consumo de mariscos (PINTO & SAIZ, 2007).

45. NOROVIRUS

45.1. Histérico

Nas décadas de 1940 e 1950, bem como nos anos de 1970 e 1971 era muito
comum a inducdo da diarreia a partir da administracdo via oral de filtrado de fezes em
voluntarios, as quais eram provenientes de individuos que apresentaram quadro de
gastrenterite aguda de origem ndo bacteriana, caracterizada por vOmito, diarreia e dor
abdominal. Entretanto, muitos desses testes ndo atingiram seu objetivo, ja que ndo detectaram
0 agente infeccioso, considerado fastidioso, pois 0 mesmo ndo se replicava nas culturas
celulares e nem infectavam animais, frequentemente utilizados em laboratério (GREEN,
2007). No entanto, estudo conduzido em 1971, utilizou uma suspensdo proveniente de um
“swab” retal coletado de um caso secundario, obtido durante um surto de gastrenterite
ocorrido em uma escola de Norwalk, Ohio (USA), no ano de 1968, que afetou alunos e
professores. Esse material foi administrado via oral a trés voluntarios, dos quais dois
desenvolveram a doenca (KAPIKIAN et al., 1972).

Deste modo, Kapikian et al. (1972), utilizando fezes e soros desses voluntarios,
observaram pela técnica de imunomicroscopia eletrbnica (IME) particulas de 27 nm de
didmetro, as quais foram denominadas inicialmente de virus Norwalk (NV) devido seu local
de origem.

Trabalhos posteriores demonstraram que outros virus, designados de small round

structured viruses — SRSVs (pequenos virus de estrutura arredondada), morfologicamente
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similares aos NV, foram associados a outros surtos de gastrenterite ocorridos em diversos
lugares, sendo também designados pelo nome do local onde foram isolados. No entanto, 0 NV
permaneceu como protétipo desses pequenos virus (JIANG et al., 1995).

A partir da década de 1990 houve um grande avanco molecular nos estudos
envolvendo os NV, relacionado principalmente a clonagem, em baculovirus, de um fragmento
do genoma responsavel pela replicacdo viral. Isto possibilitou o entendimento da organizacao
genbmica e estrutural desse agente, 0 que permitiu 0 reconhecimento dos NV como um
membro da familia Caliciviridae (JIANG et al., 1990; JIANG et al., 1992; JIANG et al.,
1999; GREEN, 2007), passando a ser denominado simplesmente como norovirus (NoV) apos
aprovacao da troca do nome pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) em 2002
(MAYO, 2002).

4.5.2. Morfologia e classificacdo genética
Os NoV pertencem a familia Caliciviridae (Figura 2), género Norovirus. Séo

pequenos virus esféricos ndo envelopados, de simetria icosaédrica medindo cerca de 27 a 40
nm de diametro (Figura 3) (GREEN, 2007).
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1
l Norovirus \ l Sapovirus \ Lagovirus l Vesivirus \ Nebovirus
5 Genogrupos 7 genogrupos Infeccdes
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l Gl, Gll, GIV \

-
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Cepas Cepas hemorragicaem
humana humana coelhos

Figura 2. Classificagdo e taxonomia dos calicivirus.
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Figura 3. Particulas de NoV visualizadas por microscopia eletronica de transmissdo. Barra =
50 nm. Fonte: Williams F. P., United States, Environmental Protection Agency (EPA).

O genoma dos NoV (Figura 4) é constituido de RNA de fita simples de
polaridade positiva, com tamanho aproximado de 7,5 kb. Na extremidade 5’ o genoma esta
associado as proteinas e na regido 3’ possui uma cauda poli A, a qual é adicionada apds a
sintese do gene e tem a funcdo de estabilizar a molécula e auxiliar na traducdo. Entre as
extremidades sdo observadas trés fases de leitura aberta (ORFs 1, 2 e 3). A ORF1 codifica
uma grande poliproteina que apds a traducdo € clivada em seis proteinas ndo estruturais
(incluindo a RNA polimerase RNA dependente - RpRd) envolvidas na replicacdo viral. A
ORF2 codifica uma importante proteina estrutural, a VVP1, que participa da composicdo do
capsideo. J& a ORF3, codifica uma pequena proteina estrutural, a VP2 (ATMAR & ESTES,
2001; VINJE et al., 2004; HARDY, 2005; ZHENG et al., 2006; GREEN, 2007).
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Figura 4. Representacdo esquematica do genoma de NoV. Destaque para as trés fases de
leitura aberta (ORF) e as regides que comumente sdo utilizadas nos métodos de detec¢éo e
genotipagem. Adaptado de HOA TRAN et al., 2013.

A proteina capsidal VP1 forma dois dominios, P (P1 e P2) e S. Acredita-se que no
sub-dominio P2 ocorra a maioria das interacbes celulares e as caracteristicas de
reconhecimento do sistema imune. J& a funcdo da VP2 parece estar associada com a regulacdo
da expressao da VP1 em cis e na estabilizacdo dessa proteina na estrutura viral (ZHENG et
al., 2006) .

Com base em analises filogenéticas da ORF2 e da sequéncia aminoacidica
completa da proteina por ela codificada, a VP1, os NoV sdo divididos em 35 grupos genéticos
ou genotipos (Figura 5), cada qual sendo representando por uma cepa prototipo. Esses
genotipos estdo distribuidos nos cinco genogrupos identificados: oito genétipos no Gl; 21 no
GllI; trés no GlII; dois no GIV e, um no GV. Dos cinco genogrupos, apenas Gl, Gll e GIV
infectam humanos, sendo que GIlI e GIV também infectam animais, como suinos (GlII.11,
GI11.18, GI1.19) e caninos (GIV.2), respectivamente (WANG et al., 2005; ZHENG et al.,
2006; MESQUITA et al.,, 2010; CENTRO DE CONTROLE E PREVEN(;AO DE
DOENCAS, 2011).
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Gll (cepas humanas e suinas)

GV (cepa murina)
Gll.4

Gll.a5

Gll.14

Gll.8

Gl (cepa humana)

GIV (cepa humana e canina)

Glll (cepa bovina)

Figura 5. Classificacdo dos cinco genogrupos e 35 gen6tipos de NoV de acordo com a analise
da sequéncia completa da proteina VP1. Fonte: CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE
DOENCAS, 2011.

Tendo em vista 0 surgimento de novos gendtipos e variantes, recentemente foi
proposta por um grupo de renomados pesquisadores da Comunidade Europeia e de outras
instituicGes de pesquisa que estudam os NoV, uma nomenclatura consenso assim como ocorre
para o virus influenza, envolvendo um sistema binario de classificacdo baseado na sequéncia
do capsideo (VP1) e na regido parcial da polimerase (1.300 nucleotideos) (KRONEMAN et
al., 2013).

Ndo ha sistemas de cultivo celular e modelos animais de pequeno porte
disponiveis para a replicacdo dos NoV humanos, o que dificulta tanto o entendimento sobre a
biologia desse virus como a sua classificagdo em sorotipos. Embora os NoV humanos
possuam natureza fastidiosa, estudos tém demonstrado que NoV murinos sdo capazes de se
replicar em cultura de células e em modelos animais, o0 que vem auxiliando na elucidacéo dos

processos de replicacdo e patogénese desse virus (WOBUS et al., 2006).
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4.5.3. Epidemiologia dos Norovirus

Os NoV sdo considerados mundialmente a principal causa de surtos de
gastrenterite aguda, como também sdo detectados em ambito hospitalar e ambulatorial, sendo
denominados como ‘“agente da doenga do vOomito do inverno” (KOOPMANS, 2008;
CENTRO DE CONTROLE E PREVENQAO DE DOENCAS, 2011). Embora as infeccGes
por NoV ocorram ao longo do ano, em paises de clima temperado sdo observados picos
expressivos durante os meses mais frios (PATEL et al., 2009).

A transmissdo deste patdgeno ocorre pela via fecal oral, sobretudo pela ingestéo
de &gua e alimentos contaminados, contato com fémites e aerossdis provenientes de episddios
de vomito. Assim, sua disseminacdo torna-se rapida e extensiva, principalmente em ambientes
fechados, como hospitais, cruzeiros, creches e asilos (WIKSWO et al., 2011; CENTRO DE
CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS, 2011). Geralmente a maioria dos surtos
(54%) relacionados aos NoV possui como fonte de transmissdo a via alimentar e o contato
pessoa a pessoa (26%), sendo que aqueles envolvendo a veiculacdo hidrica ou ambiental
correspondem a 20% (MATTHEWS et al., 2012).

Em termos gerais, o genogrupo GIl é amplamente distribuido no mundo, sendo o
genotipo Gll.4 o mais prevalente, porém outros genétipos como GII.6, GI1.7, GII.12, GI1.16 e
GI11.17 tem sido descritos em menores proporcdes (FIORETTI et al., 2011; SIQUEIRA et al.,
2013). No ano de 2012 foi relatada pela primeira vez a ocorréncia do Gll.21 no Brasil
(FERREIRA et al., 2012a). No Para, Aragdo et al. (2013) verificaram a diversidade genética
desse agente em uma comunidade quilombola relativamente isolada, onde diferentes
gendtipos foram detectados (Gll.4, GIlI.6, G1I.7, GI1.17, GI1.20, G1.2) como também um caso
de rearranjo génico (GI11.7/Gl1.20).

A deteccdo de Gl em espécimes fecais € menos frequente em relacdo a Gll
(FIORETTI et al., 2011), entretanto no ambiente, ambos parecem circular simultaneamente.
Como os virus detectados no ambiente refletem sua circulagdo na comunidade (IWAI et al.,
2009), é possivel inferir que as infecgdes causadas por GI em humanos sejam normalmente
assintomaticas, leves ou brandas. Estudos conduzidos no Japdo mostraram a alta frequéncia
destes dois genogrupos em amostras de rio e esgoto analisadas e a grande diversidade de
gendtipos encontrados, alem da presenca do genogrupo GIV (KITAJIMA et al., 2010;
KITAJIMA et al., 2012).
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A deteccdo de NoV em mariscos, especialmente ostras, € bem documentado. Em
uma pesquisa que avaliou a causa de 46 surtos associados com o consumo de bivalves, os
calicivirus (no qual se inclui os NoV) foram responsaveis por 18 deles (POTASMAN et al.,
2002). Nenonen et al. (2009) estudando surto ocorrido pelo consumo de ostras, demonstraram
por meio de andlises moleculares que as cepas de NoV encontradas nos pacientes foram
similares (99%) as detectadas nas ostras.

4.5.4. Aspectos clinicos

Os NoV séo agentes virais causadores de gastrenterite aguda em todas as faixas
etarias (PATEL et al., 2009). Ap6s um periodo de 12 a 48 horas de incubacéo, a doenca se
manifesta, sendo caracterizada principalmente por vOmitos, nauseas, diarreia nao
sanguinolenta e dor abdominal. Apesar de a maioria dos individuos infectados apresentarem a
combinacdo de varios sintomas, alguns desenvolvem apenas vomitos e/ou diarreia (CENTRO
DE CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS, 2011). O vémito foi o principal sintoma
apresentado por criancas, adultos e idosos hospitalizados, com variacdo de 67 a 94% dos
casos, seguido da diarreia e febre, com percentuais de 81 e 66, respectivamente. A maioria
dessas criancas (47%) apresentou gastrenterite em associacdo com febre (LOPMAN et al.,
2004; NARKEVICIUTE & TAMUSAUSKAITE, 2008).

Embora a doenca apresente certa gravidade, a resolucdo dos sintomas ocorre de
um a trés dias em pessoas saudaveis, podendo ser prolongado para quatro a seis dias em
criangas, idosos e individuos hospitalizados (CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO
DE DOENCAS, 2011). De fato foi observada recuperagdo mais lenta em pacientes idosos (>
85 anos) hospitalizados, dos quais 40% ainda apresentavam sintomas apds quatro dias de
doenca (LOPMAN et al., 2004). Os individuos suscetiveis podem apresentar infec¢éo cronica,
com eliminagdo do virus por pelo menos oito meses (MORILLO & TIMENETSKY, 2011).

Das pessoas acometidas por gastrenterite causada por NoV, somente cerca de 10%
procuram auxilio médico, que pode incluir internacdo e tratamento da desidratacdo pela
administracdo de soro via oral ou intravenosa. Os Obitos acontecem raramente, principalmente
em idosos que necessitam internacdo (CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE
DOENCAS, 2011).

O pico de excrecdo viral ocorre normalmente dois a cinco dias apos a infec¢éo,

com carga viral de aproximadamente 100 bilhdes de copias por grama de fezes, sendo que o
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virus pode ser eventualmente eliminado até quatro semanas apds inicio dos sintomas
(CENTRO DE CONTROLE E PREVENC}AO DE DOENCAS, 2011).

4.5.5. Diagnéstico laboratorial

Devido os NoV humanos nédo se replicarem nos diversos sistemas celulares
disponiveis, nem infectarem os animais comumente utilizados nos laboratorios de pesquisa,
outras metodologias tém sido utilizadas. Dentre as moleculares destaca-se a reacdo em cadeia
mediada pela polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR), a nested e semi nested
PCR e a PCR quantitativa (qPCR) também conhecida como PCR em tempo real. Entre as
técnicas ndo moleculares ressaltam-se principalmente a imunomicroscopia eletrénica (IME),
0s ensaios imunoenzimaticos (EIE) e a imunocromatografia (KAPIKIAN et al., 1972;
FANKHAUSER et al., 2002; SCHMID et al., 2004; BORGES & CARDOSO, 2005;
SIQUEIRA et al., 2013).

A IME foi utilizada por Kapikian et al (1972) para o reconhecimento desse virus
como agente causador de gastrenterite ndo bacteriana. Este método € especifico e
reprodutivel, pois permite a visualizacdo do virus com a utilizacdo de soro contendo
anticorpos especificos para 0 agente pesquisado, no entanto é considerado trabalhoso,
demandando tempo e equipe treinada para a sua execu¢do (BORGES & CARDOSO, 2005).

Os EIE sdo utilizados devido a sua facilidade e rapidez na execucdo. Esta
metodologia baseia-se na deteccdo de antigenos dos gendtipos Gl e Gll, presentes nas
amostras fecais sendo uma boa alternativa para a detecgdo de NoV, principalmente durante a
ocorréncia de surtos (BORGES & CARDOSO, 2005; MORILLO & TIMENETSKY, 2011).
No estudo de Siqueira et al. (2011), o EIE de terceira geracdo (RIDASCREEN® Norovirus
EIA kit) mostrou concordancia de 88% com os resultados obtidos por RT-PCR, o que foi
considerado um resultado satisfatorio para a deteccdo de NoV em espécimes fecais oriundos
de casos esporadicos de gastrenterite. O teste imunocromatografico também é um teste rapido
que apresenta boa correlacdo com o EIE. Zhao et al. (2012) ao avaliarem o kit “RIDA
QUICK Norovirus detection”, verificaram que a sensibilidade, especificidade e exatiddo foi
de 98,4%, 92,4% e 97,6% respectivamente, comparado com 0s resultados obtidos em um EIE,
mostrando ser um bom teste para a detec¢édo rapida de antigenos de NoV.

Os métodos moleculares tém sido muito utilizados na deteccdo dos NoV em
amostras fecais e sdo bastante sensiveis e especificos. A RT-PCR foi um dos primeiros testes

a ser empregado na deteccdo molecular desses agentes (LEON et al., 1992; JIANG et al.,
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1999) e até hoje é o método padrao estabelecido na maioria dos laborat6rios de pesquisa com
NoV. Entretanto, mais recentemente a qPCR, considerada um método mais sofisticado, vém
sendo também utilizada ndo apenas para deteccdo, mas também para quantificacdo da
infeccdo por NoV e outros virus entéricos, como rotavirus, adenovirus, astrovirus, sapovirus e
enterovirus (BEURET, 2004; LOGAN et al., 2007; JOTHIKUMAR et al., 2009).

4.5.6. Prevencao e controle

O controle das infeccbes por NoV, assim como para todos os patdgenos
causadores de gastrenterite, ainda estd baseado na melhoria da qualidade do saneamento e
abastecimento de agua tratada assim como na ado¢do de boas praticas de higiene (CENTRO
DE CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS, 2011; ARIAS et al., 2013).

As medidas relacionadas ao saneamento e abastecimento de 4gua podem reduzir a
morbidade por diarreia na escala de 25 a 32% (BARTRAM & CAIRNCROSS, 2010). Assim,
é extremamente necessario enfatizar a importancia dessas intervenc@es no sentido de controlar
doencas, principalmente as gastrenterites.

O processo de tratamento da agua para consumo humano é constituido das etapas
de pré-cloracdo, pré-alcalinizacdo, coagulagdo, floculacdo, decantacdo, filtracdo, cloracdo,
correcdo de pH e fluoretagdo. As etapas de filtracdo e cloracdo sdo cruciais no tratamento da
agua, uma vez que sao responsaveis pela eliminacdo de patdgenos, como virus e bactérias.
Portanto, é importante analisar a concentracdo de cloro necessaria para inativar os virus. Os
NoV, por exemplo, sdo bastante resistentes a inativacdo por cloro em concentracfes de 3,75
mg/L a 6,26 mg/L, sendo sensiveis a concentragdes de 10 mg/L (TAVARES et al., 2005).

O cuidado com a higienizacdo das méaos é uma medida de controle da infeccéo
muito importante, ja que atua como veiculo na transmissao de virus e bactérias e fonte de
contaminacdo para superficies e alimentos, este Ultimo associado aos manipuladores de
alimentos (SAIR et al., 2002). Em estudo conduzido por Sickbert-Bennett et al. (2005)
demonstrou que a contaminagéo viral nas méos foi reduzida pela lavagem das mesmas, com
agua corrente e sabdo por pelo menos 30 segundos. Liu et al. (2010) verificou que a reducgéo
de copias genémicas de NoV ocorreu apds uma exposi¢do por 30 segundos ao hipoclorito de
sodio a uma concentracdo maior que 160 ppm, enquanto que para o etanol ndo houve uma

reducdo significativa.
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Por serem altamente infecciosos, individuos infectados por NoV devem ser
isolados para assim evitar a continuidade da transmissdo desse virus e a provavel
contaminacdo do ambiente (CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS,
2011).

45.7. Tratamento

Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC/EUA), ndo ha um
tratamento especifico para pessoas infectadas por NoV e que as mesmas ndo devem ser
medicadas com antibidticos, uma vez se tratar de um agente viral e ndo bacteriano. Para
prevenir a desidratacdo que ocorre durante os episodios de vomitos e diarreia, recomenda-se a
hidratacdo com liquidos. Em casos de desidratacdo grave, a fluidoterapia administrada via
oral ou intravenosa é necessaria (CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE
DOENCAS, 2013).

Uma vacina baseada em VLPs (particulas semelhantes a virus, no inglés virus-like
particles), que sdo particulas ndo replicantes sem genoma viral, tem sido sugerida como
candidata, pois induz anticorpos séricos e mucosos (VINJE, 2010; ATMAR et al., 2011;
ATMAR & ESTES, 2012). Atmar et al. (2011) observaram que individuos que receberam por
via intranasal a vacina monovalente de VLPs de NoV foram menos propensos a ter
gastrenterite e serem infectados pelo virus se comparados com o grupo placebo.

Recentemente foi relatada que as particulas do complexo do dominio P de NoV
apresentam eficacia para as respostas imunoldgicas celular e humoral e sdo facilmente
produzida em Escherichia coli, sendo portanto um bom alvo para o desenvolvimento de uma
vacina contra NoV (FANG et al., 2013).

4.6. DETECCAO DE AGENTES VIRAIS EM AMOSTRAS AMBIENTAIS
4.6.1. Técnicas de concentracéo
Nas amostras ambientais, sobretudo aguas, as particulas virais encontram-se

diluidas, ou seja, em baixas concentracdes, sendo necessario reduzir para mililitros o volume

inicial da amostra a ser testada (BOSCH, 1998). Nesse sentido, é essencial a realizagdo de
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uma etapa de concentracdo que permita agrupar o maior nimero de particulas virais que
estejam presentes na amostra.

Ainda ndo existe um consenso quanto a utilizacdo de um método padrdo de
concentracdo para amostras ambientais. A metodologia de escolha deve seguir alguns critérios
como o tipo de matriz ambiental a ser analisada (dgua doce/salgada, esgoto bruto/tratado) e o
volume de amostra a ser concentrado (WYN-JONES & SELWOOQD, 2001).

Um bom meétodo de concentracdo deve ser tecnicamente simples, acessivel e
rapido, além de fornecer uma elevada e diversificada recuperacdo viral e um pequeno volume
final de material concentrado. Basicamente, as técnicas disponiveis sdo aquelas baseadas em
adsorcéo-eluicao/precipitacdo, ultrafiltracdo e ultracentrifugacdo (BOSCH, 1998, TAVARES
et al., 2005).

Os métodos fundamentados em adsor¢do-elui¢do/precipitacao sdo considerados o
estagio inicial em um procedimento de concentragdo, pois reduz o volume da amostra para
pequenos volumes. Essa técnica utiliza diferentes tipos de dispositivos para adsorcao viral:
membranas ou cartuchos eletronegativos ou eletropositivos, cartuchos constituidos de fibra de
vidro e floculacdo organica. Apos a adsorcao viral a matriz solida, € entdo realizada a etapa de
eluicdo com uma solucdo basica (pH 9-11,5). O volume inicial de amostra que essa técnica
permite concentrar € bastante variavel (1 a 1000 litros) e dependendo do dispositivo utilizado
pode ser aplicada em todos os tipos de dgua e até mesmo em esgotos antes e apds tratamento
(WYN-JONES & SELWOOD, 2001; CALGUA et al., 2008).

A ultrafiltracdo consiste em uma técnica baseada na retencdo de macromoléculas
(SILVA et al., 2011) em que a amostra atravessa uma membrana ou um capilar os quais retém
a particula viral permitindo somente a passagem da agua e solutos com baixa massa
molecular. Filtragem por vortex ou tangencial tem sido empregadas como forma de evitar a
saturacdo das membranas. Este método pode ser aplicado para dguas com melhor qualidade,
como efluentes tratados (WYN-JONES, 2007).

A ultracentrifugacdo utiliza velocidade de rotacdo superior a 100.000xg
facilitando a precipitacdo e elui¢do das particulas. Uma limitagdo deste método € que ndo
permite o processamento de grandes volumes de agua, sendo recomendado, portanto, para
amostras em que se suponha haver maior concentragdo de virus, como por exemplo, as

provenientes de esgoto bruto (SILVA et al., 2011).
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4.6.2. Métodos moleculares

Os avancos na biologia molecular refletiram positivamente nos estudos em
virologia ambiental. Houve um aumento significativo das pesquisas nesta area, as quais
evidenciaram a presenca de uma diversidade de agentes virais em um amplo espectro de
amostras ambientais, principalmente dgua, esgoto e mariscos, utilizando a deteccéo qualitativa
por RT-PCR, nested e semi nested (BOXMAN et al., 2006; LA ROSA et al., 2007) e/ou
quantitativa por meio da gPCR (GENTRY et al., 2009; LA ROSA et al., 2009; VIEIRA et al.,
2012).

Apesar de serem considerados bons métodos, quando se trata de amostra
ambiental deve-se considerar a possivel presenca de compostos inibidores da enzima DNA
polimerase. Por exemplo, amostras ambientais apresentam polissacarideos, acidos hdmico,
falvico e tanico, os quais sdo também concentrados durante a etapa de concentracdo e podem
ser purificados simultaneamente com o acido nucléico, interferindo assim na sua amplificacdo
(RODRIGUEZ et al., 2012). A utilizacdo de membranas filtrantes, cromatografia em coluna
de centrifugacdo e extracdo de &cido nucléico com tiocianato de guanidina e com solventes
podem reduzir esses inibidores e assim permitir a obtencdo de concentrados virais altamente
purificados (QUEIROZ et al., 2001; RODRIGUEZ et al., 2012).

Os NoV tém sido recuperados em percentuais relevantes quando da utilizagéo do
nested PCR, como observado na Italia, onde esse patdgeno foi detectado em 96,9% e 78,8%
das amostras de esgoto antes e apds tratamento, respectivamente (LA ROSA et al., 2010b).
No Brasil (Rio de Janeiro) esse mesmo agente foi detectado em 29,2% das amostras de esgoto
analisadas pelo semi nested PCR (VICTORIA et al., 2010b).

A gPCR é um método bastante sensivel, pois detecta baixas concentracbes de
particulas virais, porém inibidores presentes na amostra podem afetar seu resultado. No Brasil
(Rio de Janeiro), Vieira et al. (2012), por exemplo, ao analisaram &gua destinada a recreacdo
proveniente de uma lagoa, observaram maior taxa de deteccdo de NoV pela PCR qualitativa
(16%) do que na gPCR (4,2%) relacionando este achado com a interferéncia de inibidores na
atividade de fluorescéncia essencial neste teste. J& no estudo de Victoria et al. (2010b)
realizado na mesma cidade e com amostras de esgoto, a qPCR exibiu maior positividade para
NoV (58,3%) quando comparada com os testes moleculares qualitativos (PCR-14,6% e semi
nested PCR-29,2%).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado na cidade de Belém, que possui aproximadamente
1.437.600 habitantes sendo dividida em oito distritos administrativos de acordo com o
Anuério Estatistico do Municipio (PREFEITURA MUNICIPAL DE BELEM, 2010).

Sete pontos de amostragem (Figura 6) foram estrategicamente selecionados sendo

que os codigos dos locais e a natureza da amostra estdo detalhados no quadro 2.

28730007 4872020

PTO-02
)3

“aw PTO-01

Legenda

-

MO-13 E.E.E do Canal do UNA MO-12 Ver-o-Peso MO-14 Porto do Acai MO-08 Igarapé Tucunduba PTO-01 Ln w0 Bolonha PT(Hu Lago Agua Preta PTO-03 ETA Bolonha

Figura 6. Pontos de coleta localizados na cidade de Belém, Para Brasil. MO-13 (esgoto nao
tratado obtido na EEE-UNA); MO-12, MO-14 e MO-08 (aguas superficiais oriundas da Baia
do Guajara, Rio Guaméa e lgarapé Tucunduba, respectivamente); PTO-1 e PTO-2 (aguas
superficiais oriundas dos mananciais Bolonha e Agua Preta) e PTO-3 (4gua tratada obtida na
saida da ETA-Bolonha). Fonte: Laboratdrio de Geoprocessamento (LabGeo) do Instituto Evandro
Chagas, SVS, MS. Fotos do arquivo pessoal.
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Quadro 2. Cddigo dos sete pontos de amostragem localizados na cidade de Belém, Para,
Brasil.

Agua tratada ETA-Bolonha PTO3

Agua superficial de Lago Bolonha PTO1
manancial

Agua superficial de Canal que liga lago Agua Preta ao Bolonha PTO2
manancial

Agua superficial do Rio Porto do Acai MO14

Guama

Agua superficial da baia Ver-0-Peso MO12
do Guajara

Agua superficial do Tucunduba MOO08

igarapé Tucunduba
Esgoto bruto EEE-UMA MO13

Nesta pesquisa contemplaram-se quatro diferentes tipos de amostras: agua
destinada a consumo apés tratamento, coletada na saida da Estacdo de Tratamento de Agua
Bolonha (ETA Bolonha); &gua superficial de manancial coletada no canal que liga o Lago
Agua Preta ao Bolonha e no Lago Bolonha; 4gua superficial coletada no Ver-o-Peso, no
Igarapé Tucunduba e no Porto do Acai; esgoto ndo tratado, coletado na Estacdo Elevatoria de
Esgoto do Canal do UNA (EEE-UNA). Todos os sete locais de coleta encontram-se
detalhados na figura 6.

A mata do Utinga abriga o Parque Ambiental de Belém, com cerca de 1.348
hectares, os mananciais hidricos que abastecem a Regido Metropolitana de Belém, lagos
Bolonha e Agua Preta, além de uma estacio de tratamento de agua operada pela Companhia
de Saneamento do Para (COSANPA). E uma floresta tropical Gmida perenifélia, de terra
firme, com alguns pontos sujeitos a inundacdes. Seu clima é do tipo Af (tropical imido ou
equatorial), com umidade média anual de 70%. Os lagos Bolonha e Agua Preta sio
abastecidos pelas aguas drenadas de sua bacia hidrografica (Rio Aura a parte do lgarapé
Tucunduba e Uriboquinha, sub-bacias do igarapé Mucutu e Agua Preta), bem como por um
sistema de bombeamento de agua do rio Guama, implantado pela COSANPA que tem por
objetivo suprir o “déficit” de agua destinada ao abastecimento de Belém. O lago Agua Preta é
o principal abastecedor de agua da Regido Metropolitana de Belém, ocupando uma area de
7.199, 5 m% Ap6s sua ampliacdo em 1973, passou a suportar cerca de 10,55x106 m* de agua

acumulada com uma profundidade maxima de aproximadamente 8,5 m. Um sistema de
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comportas controla a saida de 4gua do lago por um canal a céu aberto, que por gravidade é
conduzida até o lago Bolonha, que ocupa uma area de 1.790.00 m? suportando cerca de
2,10x106 m® de 4gua acumulada com profundidade maxima em torno de 7,5m. A agua tratada
na ETA-Bolonha ¢ distribuida em nove setores de abastecimento da zona central (Belém) e
em oito setores da zona de expansdo (Ananindeua) (SECRETARIA DE ESTADO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA E MEIO AMBIENTE, 1992; MACHADO et al., 2002).

O complexo Ver-o-Peso é um centro comercial, localizado as margens da baia do
Guajara (agua superficial), sendo bastante conhecido pela venda de verduras, frutas regionais,
hortalicas, bem como de carnes e peixes. Nesse local as coletas foram realizadas atras do
Mercado de Ferro, também conhecido como Mercado de Peixe.

A bacia do Tucunduba, que inclui o igarapé Tucunduba, é a segunda maior da
Regido Metropolitana de Belém, abrange a totalidade dos bairros de Canudos e Terra Firme e
se estende por parte dos bairros do Guamé, S&o Braz, Marco e Curi6-Utinga. A espinha dorsal
da bacia é o Canal do Tucunduba com 3.900 metros de extensdo, sendo 100% em estado
natural, que sofre grande influéncia das marés e é habitado por um contingente populacional
significativo, cerca de 1400 domicilios, no qual a maioria nao é beneficiada pelo saneamento
basico, além disso, recebe efluentes de dois hospitais. As coletas ocorreram na ponte que
interliga 0 campus bésico ao profissional, no interior da Universidade Federal do Para
(UFPA).

O Porto do Acai esta localizado ao sul da cidade de Belém, as margens do rio
Guama, que recebe diariamente um contingente acentuado de pessoas provenientes das ilhas
situadas proximas de Belém, por meio de pequenas embarcacdes. Neste local observa-se uma
precariedade nas condi¢des de higiene, onde pequenos produtores comercializam farinha e
frutas regionais, sobretudo o acai, que dad nome ao porto. As coletas se deram no trapiche do
porto, representada por amostras do rio Guama.

A EEE-UNA ¢ operada pela COSANPA e esta localizada as margens do Canal
que da nome a estacdo. A EEE-UNA possui emissario em concreto armado, com diametro
nominal de 800 mm, com langcamento sub-aquético na Baia do Guajara a 334,0 m da margem,
tem vazdo média de 1800 m®h e atualmente recebe cerca de 250 m%h, para uma rede de
coleta com aproximadamente 78,10 km e populacdo de 127.210 hab. A veia principal da bacia
do UNA (Canal do UNA) recebe os efluentes de 20 bairros de Belém, sendo que somente 8%

desses sdo tratados na EEE-UNA antes de serem langados na baia do Guajara. Os restantes
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92% sé&o lancados in natura, o que contribui de forma bastante significativa para a sua lenta e
gradual degradacdo (PANTOJA FILHO s/a; PREFEITURA MUNICIPAL DE BELEM, s/a).

5.2. COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas mensalmente, no periodo de novembro de 2008 a
outubro de 2010, totalizando 168 materiais.

Para a coleta, utilizaram-se baldes e cordas estéreis. Frascos de polipropileno
esterilizados com capacidade para quatro litros foram utilizados no armazenamento das
amostras, sendo acondicionados em isopores contendo gelo, com a finalidade de se manter

em baixa temperatura até sua chegada ao laboratdrio para processamento.

G CWLR

Figura 7. Materiais necessarios para a coleta de agua e egoto. Corda, funil e balde estéreis
(A); armazenamento da amostra em frascos de polipropileno esterilizados (B e C);
acondicionamento dos frascos contendo a amostra em isopores (D).

5.3. ANALISE DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES, PARAMETROS FISICO
QUIMICOS E CLIMATICOS

As anélises da concentragdo de coliformes termotolerantes foram efetuadas pelo
laboratério de Microbiologia Ambiental da Secdo de Meio Ambiente do Instituto Evandro

Chagas (IEC) e os resultados gentilmente cedidos pela coordenadora do mesmo, Dra. Lena
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Lillian Canto de S& Morais. Foi utilizada a técnica do substrato cromogénico definido
ONPG-MUG (COLLILERT/QUANTI-TRAY®) de acordo com as recomendacdes do
fabricante e do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(ASSOCIACAO AMERICANA DE SAUDE PUBLICA, 1998).

As anélises fisico-quimicas foram realizadas pelo laboratdrio de Fisico-Quimica
de Aguas da Secdo de Meio Ambiente do IEC, e as médias das variaveis obtidas foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Bruno S. Carneiro. O pH, temperatura (°C), condutividade (uS),
oxigénio dissolvido (DO; mg/L) e solidos totais dissolvidos (TDS) foram determinados no
momento da coleta com o equipamento HI 9828 da HANNA®, j a turbidez foi determinada
por espectrofotometria no equipamento DR2000 da HACH®.

Os dados climaticos como temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e
precipitacdo (mm) foram gentilmente cedidos pela Divisdo de Meteorologia — DIVMET,

Centro Regional de Belém — Cr-Be, Sistema de Protecdo da Amazonia — SIPAM.

5.4. CONCENTRACAO

O método de concentracdo (Figura 8) das particulas virais utilizado no
desenvolvimento do trabalho foi adaptado de Katayama et al. (2002). De forma resumida,
1,29 de MgClI, foi adicionado em 2 L de amostra ajustando-se o pH para 5,0 (Figuras 7B e
7C). Posteriormente as amostras foram submetidas a adsorcdo em membrana filtrante com
0,45 um de porosidade e 142 nm de didmetro (Millipore) por meio de filtragdo com o auxilio
de bomba a vacuo (Figura 7D). Apds passagem pela membrana, descartou-se a agua filtrada.
A seguir a membrana foi colocada em uma placa de Petri de tamanho adequado adicionando-
se 300 mL da solu¢cdo de H,SO,4 (0,5 mM, pH 3,0) com o objetivo de remover os cétions
excedentes. Ap6s 10 minutos, retirou-se o acido e entdo com 15 mL de NaOH (1mM, pH
10,5-10,8) a membrana foi eluida, sob agitacdo constante por 10 minutos (Figura 7E). Para
neutralizar a solucdo, ao final da agitacdo se adicionou 50 uL de H,SO,4 (50mM) e 50 uL de
100X TE (pH 8,0). Por fim, o eluido foi filtrado em um tubo concentrador de amostras
liqguidas Amicon Ultra-15 (Millipore) a 5000 rpm/4°C por 15 minutos sendo repetida trés
vezes, obtendo-se um volume final de 2 mL, o qual foi estocado a -70°C para posterior

extracdo do material genético.
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Figura 8. Processo de concentracdo aplicado nas amostras ap6s a coleta. Conexdo dos
equipamentos, da direita para a esquerda bomba a vacuo, vasilhame de presséo e filtro (A);
adicao de MgCl; e ajuste do pH (B); volume de 2L de amostra é colocado no vasilhame (C);
adsorcdo a membrana das possiveis particulas virais presentes na amostra (D); Lavagem e
eluicdo da membrana (E). Fotos do arquivo pessoal.

5.5. DETECCAO DE NOROVIRUS

5.5.1. Extracgéo do &cido nucléico

A extracdo do acido nucléico foi realizada pela técnica da silica (isotiocianato de
guanidina) descrita por Boom et al. (1990) com algumas modificacbes. Em 400 pL de
amostra adicionou-se 20 uL de Proteinase K (Invitrogen) e 800 uL de tampéo L6, incubando-
se em banho-maria a 56°C por 10 minutos. Ap0s a incubacdo, foram acrescentados 200 pL de
etanol absoluto PA (gelado) e 20 uL de silica, sendo realizada a agitagdo e homogeneizacao
da amostra em agitador horizontal por 20 minutos, seguido de centrifugacéo a 14.000 rpm por
40 segundos. Descartou-se o sobrenadante em frasco contendo NaOH 10N. Etapas de
agitacdo em vortex, centrifugacdo (14.000 rpm por 40 segundos) e descarte do sobrenadante
foram realizadas a cada adigdo de 500 uL de tampdo L2, Etanol 70% e Acetona PA ao
sedimento. Os tubos foram mantidos abertos em banho-maria a 56°C por 15 minutos para
evaporacao do alcool. Para ressuspensdo do &cido nucléico, uma mistura de 50 pL de tampéo
AE e 1 uL de Inibidor de RNAse (Invitrogen) foi adicionada, incubando-se em banho-maria

por 15 minutos, logo apds homogeneizacdo em vadrtex. Ao final, centrifugou-se a 14.000 rpm
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por 4 minutos, colhendo-se posteriormente com cuidado o sobrenadante contendo o RNA, o
qual foi estocado a -70°C. Também foi utilizado o RNA diluido 1:10 em &gua ultra pura
(Gibco), nas amostras de esgoto e agua provenientes da EEE-UNA e lgarapé Tucunduba

respectivamente.
5.5.2. Sintese do DNA complementar por Transcricdo reversa

Para a obtencdo do DNA complementar (cDNA), necessario para a realizagdo da
TagMan® PCR em tempo real, 0 RNA viral foi submetido & reacdo de transcri¢do reversa
utilizando um iniciador randdmico (PdNg; 50 Azgo units). Um volume de 10 uL de RNA
juntamente com 2 pL de dimetil sulfoxido (DMSO) foi desnaturado em termociclador a 97° C
por 7 minutos, seguido de choque térmico em banho de gelo durante 2 minutos. A seguir,
adicionou-se a0 RNA desnaturado 38 pL da mistura de reagentes apresentada no quadro 3, a
qual foi inserida em termociclador por uma hora a 42°C e 10 minutos a 95° C, para a
realizacdo da reacdo de transcrigéo reversa (RT).

Quadro 3. Concentracdes e volumes de reagentes utilizados na reacdo de transcri¢ao reversa
(RT).

H,O ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco) - 23,50
dNTP’s (Invitrogen) 200 puM 4,0
Tampéo 10X (Biotools) 1X 5,0
MgCl; (Biotools) 2,5mM 2,5
Iniciador randémico 0,12 pg 2,0
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) 10U 1,0
Total - 38,0

5.5.3. Semi nested RT-PCR

A deteccdo de material genético dos NoV por semi nested RT-PCR foi adaptada
de Boxman et al. (2006). Essa metodologia foi dividida em duas etapas: na primeira ocorreu
a transcricdo reversa (RT) seguida de amplificacdo do material genético pela PCR e, na
segunda houve a reacdo de semi nested propriamente dita.
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Na primeira etapa 2,0 pL do RNA viral foi adicionado a 8,0 pL da mistura de
reacdo apresentada no quadro 4, utilizando iniciadores descritos por Vennema et al., (2002)
que detectam os genogrupos | e Il de NoV e amplificam uma regido da RNA polimerase
RNA dependente, com fragmento de 327 pares de base (pb). Realizou-se a amplificacédo sob
as seguintes condicGes: incubacdo a 42°C por 60 minutos; desnaturacao inicial a 94°C por 3
minutos; 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 37°C por 1 minuto e
30 segundos e, extensdo a 72°C por 1 minuto; extensdo final a 72°C por 7 minutos. Todos 0s
produtos dessa primeira etapa foram diluidos 1:10 e 1:100 conforme a necessidade de se

obter produtos sem fragmentos inespecificos.

Quadro 4. Concentragdes e volumes dos reagentes utilizados na primeira etapa da reacéo de
semi nested RT-PCR.

H.O ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco) - 5,15
dNTP’s (Invitrogen) 0,2 mM 0,5
Tampéo 10X (Biotools) 1X 1,0
MgCl; (Biotools) 1,5 mM 0,3
Iniciador JV13I (anti-senso) 15,0 pmol 0,375
Iniciador JV12Y (senso) 15,0 pmol 0,375
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) 2U 0,1
Tag DNA polimerase (Biotools) 2U 0,2
Total - 8,0

Para a semi nested, 1,0 pL do produto da reacdo de RT-PCR (12 etapa) foi
adicionado a 11,5 pL da mistura de reacdo apresentada no quadro 5. Os iniciadores G1
(GREEN et al., 1998) e Noroll-R (BOXMAN et al., 2006) foram utilizados como senso e
anti-senso aos iniciadores JV13l e JV12Y para deteccdo dos genogrupos | e Il dos NoV,

respectivamente.
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Quadro 5. Concentracdes e volumes dos reagentes utilizados na segunda etapa da reacdo de

semi nested RT-PCR, para detec¢do de norovirus genogrupos Gl e GllI.

H.O ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco) - 8,54
dNTP’s (Invitrogen) 0,25 mM 0,5
_ Tampéo 10X (Biotools) 1X 1,25
g MgCl; (Biotools) 2,0 mM 0,5
2 Iniciador JV13I (anti-senso) 12,5 pmol 0,325
Iniciador G1 (senso) 12,5 pmol 0,325
Tag DNA polimerase (Biotools) 0,6 U 0,06
Total - 11,5
H.O ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco) 8,54
dNTP’s (Invitrogen) 0,25 mM 0,5
— Tampéo 10X (Biotools) 1X 1,25
S MgCl, (Biotools) 2,0 MM 05
2 Iniciador JV12Y (senso) 12,5 pmol 0,325
Iniciador Noroll-R (anti-senso) 12,5 pmol 0,325
Tag DNA polimerase (Biotools) 0,6 U 0,06
Total - 115

A amplificagdo da semi nested consistiu em desnaturacdo inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 37°C por 1
minuto e 30 segundos e, extensdo a 72°C por 1 minuto, acrescido de um ciclo de extensédo
final a 72°C por 7 minutos. Apds a reacdo, todos os produtos amplificados, os controles

(positivo e negativo) e o peso molecular foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de

agarose a 1,5% e visualizados em aparelho de foto-documentacao para gel (Gel-Doc da Vilber

Lourmat). Amostras positivas para o genogrupo | e Il apresentaram amplicons de 187 e 236

pb, respectivamente. As sequéncias de todos os iniciadores utilizados nesse método estdo

detalhadas no quadro 6.
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Quadro 6. Iniciadores utilizados na detec¢cdo de norovirus em amostras de dgua e esgoto por
semi nested RT-PCR.

JV13l TCATCATCACCATAGAAIGAG - 327 pb Vennema et al.,
2002

JV12y ATACCACTATGATGCAGAYTA + 327 pb Vennema et al.,
2002

Gl TCNGAAATGGATGTTGG + 187 pb Green et al., 1998

Noroll-R  AGCCAGTGGGCGATGGAATTC - 236 pb Boxman et al., 2006,
adaptado de Green
etal., 1998

I: inosina; Y: C/T; N: AIT/ICIG

5.5.4. TagMan® PCR em tempo real

A TagMan® PCR em tempo real foi adaptada de Pang et al. (2005), com
iniciadores e sondas fluorescentes previamente descritos por Kageyama et al. (2003), os
quais sdo genogrupos especificos. O par de iniciadores COG1-F/COG1-R juntamente com as
sondas Gla/Glb foram utilizados para detectar o genogrupo | de NoV, enquanto que o
genogrupo Il foi detectado pelo uso do par COG2-F/COG2-R em combinagdo com a sonda
G2. As sondas G1 e G2 sdo marcadas com os fluoréforos VIC e FAM, respectivamente. Vale
ressaltar que esta metodologia foi utilizada de maneira qualitativa, somente para avaliar a
presenca ou auséncia do genoma de NoV nas amostras testadas, visto que nesta ocasido ainda
ndo se possuia curva padrao para NoV. Todas as amostras foram testadas em duplicatas.

As concentracfes e 0os volumes dos reagentes utilizados para a reagdo estdo

apresentados no quadro 7.
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Quadro 7. Concentracfes e volumes dos reagentes utilizados na reacdo de TagMan® PCR

em tempo real para deteccdo dos genogrupos | e Il de norovirus.

H0 ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco) - 3,3
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied 2X 7,5
Biosystems)

E Iniciador COG1-F (senso) 400 uM 0,3

2 Iniciador COG1-R (anti-senso) 400 uM 0,3
Sonda Gla (anti-senso) 200 uM 0,3
Sonda G1b (anti-senso) 200 uM 0,3
Total - 12,0
H0 ultra pura livre de DNAse e RNAse (Gibco) - 3,6
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied 2X 7,5

6 Biosystems)

2 Iniciador COG2-F (senso) 400 uM 0,3

= Iniciador COG2-R (anti-senso) 400 uM 0,3
Sonda G2 (senso) 200 uM 0,3
Total - 12,0

A reacéo foi realizada no equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied

Biosystems) nas seguintes condic¢Bes: 95°C por 10 minutos, 45 ciclos de 94° C por 20

segundos e 56° C por 1 minuto, seguido de um ciclo final de 95° C por 5 minutos.

As sequéncias de todos os iniciadores e sondas utilizados na reacdo estdo

detalhadas no quadro 8.
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Quadro 8. Iniciadores e sondas utilizados na detec¢do de norovirus em amostras de agua e
esgoto por TagMan® PCR em tempo real.

Genogrupo | de NoV

COG1-F CGYTGGATGCGNTTYCATGA + 85
COG1-R CTTAGACGCCATCATCATTYAC - 85
Gl-a VIC-AGATYGCGATCYCCTGTCCA-TAMRA - 85
G1-b VIC-AGATCGCGGTCTCCTGTCCA-TAMRA - 85

Genogrupo Il de NoV

COG2-F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG + 98
COG2-R TCGACGCCATCTTCATTCACA - 98
G2 FAM-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-TAMRA + 98

*Kageyama et al., 2003 ; R: A/G; B: C/G/T; Y: C/T ; N: A/ICIGIT

5.6. GENOTIPAGEM DE NOROVIRUS

5.6.1. Nested e semi nested PCR

As amostras positivas para Gl e Gll tanto por semi nested RT-PCR como por
TagMan® PCR em tempo real foram submetidos ao nested (para GI) ou semi nested PCR
(para GlI) para a regido 5’ terminal da ORF2 (parcial do capsideo) com o objetivo de obter
amplicons para realizar a genotipagem dos NoV, utilizando os iniciadores Mon 431/432
(ANDERSON et al., 2001; FANKHAUSER et al., 2002) e G2SKR (KOJIMA et al., 2002) na
primeira etapa (PCR) e, na segunda, os pares COG1F/G1SKR (nested) e COG2F/G2SKR
(semi nested) para deteccdo especifica de Gl e GllI, respectivamente (KOJIMA et al., 2002;
KAGEYAMA et al., 2003).

A amplificacdo da PCR consistiu em desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos,
seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 53.6°C por 30
segundos e, extensdo a 72°C por 1 minuto, acrescido de um ciclo de extensdo final a 72°C por
7 minutos. A reacdo de nested/semi nested para deteccdo de NoV Gl e GII respectivamente
foi executada sob as seguintes condic¢des: 94°C por 3 minutos seguido de 35 (GI)/30 (GlI)
repeticdes de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; anelamento a 50° (GI) e 55°C (GlI) por

30 segundos; extensdo a 72°C por 1 minuto; extensao final de 72°C por 7 minutos.
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Ao final das reaces todos os produtos amplificados, os controles positivo,
negativo e o peso molecular foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a
1,5% e visualizados em aparelho de foto-documentacdo para gel (Gel-Doc da Vilber
Lourmat). Amostras positivas para NoV Gl e Gll apresentaram fragmentos com tamanho de
380 e 390 pb, respectivamente. As sequéncias de todos os iniciadores utilizados nesse método
estédo detalhadas no quadro 9.

Quadro 9. Iniciadores utilizados na deteccdo de norovirus genogrupos Gl e Gll (regido parcial
do capsideo) em amostras de agua e esgoto por nested/semi nested PCR.

Mon 431 TGGACIAGRGGICCYAAYCA F’z‘ggﬁ;fggreéta;'l’_ ,22832
Mon 432 TGGACICGYGGICCYAAYCA F’z‘ggﬁ;fggreéta;'l’_ ,22832
G2SKR  CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT i Kojima et al., 2002
COGI1F CGYTGGATGCGNTTYCATGA + Kageyama et al., 2003
GISKR CCAACCCARCCATTRTACA i Kojima et al., 2002
COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG  + Kageyama et al., 2003

R: A/G; B: C/G/T; Y: C/T ; N: AIC/GIT

5.6.2.  Purificacdo e quantificacdo do acido nucléico

A purificagdo das amostras positivas para NoV foi realizada com o uso dos Kits
comerciais  “QIAquick Gel Extraction” e “QIAquick PCR Purification” (QIAGEN),
escolhidos criteriosamente de acordo com a qualidade da amostra (auséncia de fragmentos
inespecificos) e seguindo o protocolo do fabricante. Em seguida, os &cidos nucléicos
purificados foram quantificados em gel de agarose (2%) a partir da comparagdo do padréo de

fragmentos com os dos contidos no “Low DNA Mass™ Ladder ” (Invitrogen).

5.6.3.  Sequenciamento parcial do genoma de Norovirus

Apos a purificacdo do &cido nucléico, as amostras foram submetidas a reacdo de
sequenciamento por meio da utilizagdo do Kit “BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing”
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(Life Technologies). O processo foi dividido em duas etapas: a) reagédo no termociclador; b)
precipitacdo de DNA com Isopropanol e Etanol.

Na primeira etapa, em uma placa Optica de 96 pocos (Life Technologies), 5 uL
de DNA purificado foi adicionado a 1 uL de BigDye, 2 uL do iniciador senso/anti-senso a
uma concentracdo de 3,2 pmol (reacdo individual para cada iniciador) e 2 puL do “5x
Sequencing Buffer ” e submetido ao termociclador sob as seguintes condic¢des: desnaturacdo a
96°C por 20 segundos, hibridizacao a 50°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos.

Na segunda etapa, adicionou-se 40 uL de Isopropanol (70%) em cada amostra, e
em seguida a placa foi agitada levemente em vortex, incubada a temperatura ambiente por 15
minutos e centrifugada durante 45 minutos a 4000 g. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e entdo se adicionou 200 uL de Etanol (70%) em cada pocgo da placa, a qual foi
levemente agitada em vortex, centrifugada por 10 minutos a 4000 g e o sobrenadante
descartado. Para propiciar a evaporacdo de resquicios de Etanol, a placa foi invertida sobre
papel absorvente e, em seguida, submetida ao termociclador a uma temperatura de 60°C por 4
minutos. Ao final, o DNA foi ressuspendido com 10 pL de “Hi-Di™ Formamida” (Applied
Biosystems), desnaturado por 5 minutos a 95°C e realizado choque térmico por 2 minutos em
banho de gelo e, por fim, realizou-se o sequenciamento nucleotidico no equipamento “ABI

3130xI Genetic Analyzer ” (Applied Biosystems).

No programa BioEdit (v. 7.0.5.3), as sequéncias obtidas foram alinhadas, editadas e

comparadas com as ja depositadas no banco de genes (GenBank) da platafoma do NCBI

(National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine) e NoV

“genotyping tool ” (KRONEMAN et al., 2011).

As arvores filogenéticas foram construidas no programa MEGA 6.0 (TAMURA et

al., 2013), utilizando-se o algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) e empregando-se o teste de

confiabilidade ndo paramétrico de “bootstrap .

Todos os procedimentos laboratoriais desde a coleta das amostras até a

caracterizacdo molecular estdo resumidamente apresentados na figura 9.
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Figura 9. Fluxograma de todos os procedimentos laboratoriais empregados na analise de
norovirus.

5.7. ANALISE ESTATISTICA

Para verificar a especificidade/sensibilidade e a reprodutibilidade dos métodos
moleculares foram aplicados o Screening Test (teste do crivo) e o indice de Kappa,
respectivamente. Teste-G foi empregado para avaliar se houve ou ndo diferenca significativa na
contaminacdo por NoV entre um local especifico com relacdo a agua tratada e ao esgoto.
Utilizou-se o teste de Regressdo Logistica Simples para correlacionar positividade para NoV e
concentragdo de coliformes termotolerantes. Todas as andlises foram executadas no programa
BioEstat. 5.0 (AYRES et al., 2007) e valores estatisticamente significantes foram expressos por

p-valor < 0,05.
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6. RESULTADOS
6.1. DETECCAO DO GENOMA DE NOROVIRUS

No periodo de novembro de 2008 a outubro de 2010 foram testadas 168
amostras de agua e esgoto quanto a presenca de NoV, obtendo-se positividade de 33,9%
(57/168) utilizando as técnicas de semi nested RT-PCR e/ou TagMan® PCR em tempo real
(Figura 10).

TagMan Tempo Real
21,1%

S.Nested
19,3%

~ Pos
33,9%

Ambas
59,6%

Figura 10. Frequéncia de NoV em 168 amostras de agua e esgoto oriundas de sete pontos na
cidade de Belém, Pard, novembro/2008 a outubro/2010.

6.2. FREQUENCIA DOS GENOGRUPOS | E Il DE NOROVIRUS E CO-
CIRCULACAO

A positividade para os genogrupos I, Il ou ambos foi de 7,1% (12/168), 6,0%
(10/168) e 20,8% (35/168) respectivamente, independente da técnica de deteccdo molecular
utilizada (Figura 11 A). Considerando apenas o semi nested RT-PCR (Figura 11 B) GI, Gll e
GI+GlI foram detectados em 6% (10/168), 4,8% (8/168) e 16,1% (27/168), respectivamente.
Por TagMan® PCR em tempo real (Figura 11 C) Gl esteve presente em 5,4% (9/168) das
amostras e GIl em 4,2% (7/168), enquanto ambos foram observados em 17,9% (30/168).
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Figura 11. Frequéncia dos genogrupos | e Il de NoV em 168 amostras de agua e esgoto. Por
semi nested RT-PCR e/ou TagMan® PCR em tempo real (A), apenas por semi nested (B) e
apenas por TagMan® PCR em tempo real (C).

O NoV foi detectado ao longo de todos os meses em pelo menos um local de
amostragem, com exce¢do do més de dezembro de 2008 em que ndo houve casos positivos

em nenhum dos pontos estudados (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribuicdo das amostras positivas e negativas para os genogrupos | e Il de
norovirus pelo semi nested RT-PCR e TagMan® PCR em tempo real de acordo com o local
de coleta, novembro de 2008 a outubro de 2010.

Locais de coleta

Més/Ano ETA Bolonha  A.Preta P.Acai Ver-0-Peso  Tucunduba EEE-UNA
N R N R N R N R N R N R N R
Nov/2008 - - - - - - - - - - - - - Gl
Dez/2008 - - - - - - - - - - - - - -
Jan/2009 - - - - Gl - - - - - - - - -
Fev/2009 - - Gl - - - - - - - - - - -
Mar/2009 - - Gl - - - - Gl - - - - - -
Abr/2009 = = = = = = = = = = Gll Gll Gl Gl
Mai/2009 = = Gll - = = = = = = Gl/Il Gll G/ Gl
Jun/2009 - - - - - - - Gll - - - - Gl -
Jul/2009 - - - - - - - Gl - Gll - G/l Gl Gl
Ago/2009 - - - - Gl - - - - Gl - - Gl/Il Gl
Set/2009 - - - - - - - Gl - - Gl G- Gy Gl
Out/2009 - - - - - - - Gl - G/l Gl G/ Gy Gl
Nov/2009 - - - - - - - - GIl  GlIl Gl Gl Gy Gl
Dez/2009 = = Gl - = = = = = = Gl/Il = G/ Gl
Jan/2010 = = = - Gl Gl = = = = G/ Gl Gl Gl
Fev/2010 = = = = = = = = = = Gl Gl Gl Gl
Mar/2010 = = = = = = = = = = Gl Gl Gl Gl
Abr/2010 - - - - - - - - - - - - Gl G/l
Mai/2010 = = = = = Gl = = = = = G/ Gl Gl
Jun/2010 - - Gl - - - - - - - Gl G Gy Gl
Jul/2010 - - Gl - - - - - - - G G Gl Gl
Ago/2010 - - Gl - - - Gl Gl G/l Gl Gl Gl - -
Set/2010 - - - - - - - - - - G/t G Gy Gl
Out/2010 - - - - - - - - - - G/t G Gy Gl
% 0 0 292 0 125 83 42 250 83 208 583 625 75 75
Pos/Test 0/24 0/24 7/24 3/24  2/24 1/24 6/24 2/24 5/24 14/24 15/24 18/24 18/24
% 0 29,2 16,7 25,0 20,8 66,7 79,2
Pos/Test* 0/24 7124 4124 6/24 5/24 16/24 19/24

*por local independente do método; N: semi nested RT-PCR; R: TagMan® PCR em tempo real; -: amostra

negativa
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6.3. AVALIACAO DOS METODOS MOLECULARES EMPREGADOS

Para avaliar a sensibilidade e a especificidade das técnicas de deteccdo molecular
empregadas foi utilizado o Screening Test (teste do crivo), o qual revelou sensibilidade e
especificidade de 73,91% e 90,98%, respectivamente, considerando a TagMan® PCR em tempo
real como metodologia de referéncia (Tabela 2). O teste de Kappa indicou boa replicabilidade
nos resultados obtidos por ambas as técnicas (Kappa = 0,6534, p-valor <0,0001) e foi
demonstrada concordancia de 86,3% (145/168).

Tabela 2. Comparacédo entre os resultados obtidos por TagMan® PCR em tempo real e semi
nested RT-PCR quanto a deteccdo de norovirus (GI/GII) em 168 amostras de agua e esgoto
analisadas, novembro de 2008 a outubro de 2010.

TagMan® PCR em tempo real*

Semi nested RT-PCR Totais
N° de amostras N° de amostras
positivas negativas
N° de amostras positivas 34/168 11/168 45/168
N° de amostras negativas 12/168 111/168 123/168
Totais 46/168 122/168 168

*Sensibilidade de 73,91%, especificidade de 90,98%, concordancia de 86,3% e Kappa = 0,6534 (p-valor <0,0001)

6.4. POSITIVIDADE PARA NOROVIRUS NOS LOCAIS ESTUDADOS

NoV foi detectado em maior e menor escala nas amostras provenientes da EEE-
UNA (79,2% - 19/24, p-valor <0,0001) e ETA-Bolonha (0%, p-valor <0,0001),
respectivamente (Tabela 3).. As aguas provenientes do lago Agua Preta (p-valor = 0,0981)
mostraram-se menos contaminadas por NoV assemelhando-se com o padrdo encontrado na
ETA, enquanto as oriundas do igarapé Tucunduba (p-valor = 0,5153) exibiram grau de

contaminagédo semelhante ao de esgoto bruto.
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Tabela 3. Positividade para norovirus (genogrupos | e 1l) pelo semi nested RT-PCR e/ou
TagMan® PCR em tempo real de acordo com o local de coleta.

NoV (GI/GII) Teste-G

Local de coleta > 3
p-valor p-valor

o i 1
¥ (Pos/Total)  p-valor™ o\ o agua tratada  local X esgoto

ETA 0 (0/24) <0,0001 - -
Bolonha 29,2 (7/24) 0,7462 0,0082 0,0012
A. Preta 16,7 (4/24) 0,0767 0,0981 <0,0001
P. Acai 25,0 (6/24) 0,4370 0,0193 0,0004

Ver-0-Peso 20,8 (5/24) 0,2056 0,0441 0,0001
Tucunduba 66,7 (16/24) 0,0009 <0,0001 0,5153
EEE-UNA 79,2 (19/24) <0,0001 - -

Total 33,9 (57/168) - - -

'Para avaliar se ndo houve (HO) ou houve (H1) diferenca de contaminacéo por NoV entre os locais
?Para avaliar se o nivel de contaminacao é semelhante (HO) ou néo (H1) ao de 4gua tratada.
3Para avaliar se o nivel de contaminagao é semelhante (HO) ou ndo (H1) ao de esgoto.

6.5. GENOTIPAGEM DAS AMOSTRAS POSITIVAS PARA NOROVIRUS

Das 57 amostras positivas para NoV, 53 foram submetidas a um outro nested
(para GlI) ou semi nested PCR (para Gl) baseado na regido 5’ terminal da ORF2 (capsideo),
pois quatro amostras apresentaram material esgotado para realizar uma nova andlise. Em
47,2% (25/53) o genoma de NoV foi detectado, dos quais 12,0% (3/25) foram classificados
como Gl, 24% (6/25) como Gl e 64,0% (16/25) para ambos (Tabela 4).
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Tabela 4. Genogrupos e genotipos detectados por local de coleta nas 25 amostras positivas
para norovirus pela regido 5’ terminal da ORF2 (capsideo).

S.nested ou R . : .
TagMan® 5’ terminal da ORF2 (parcial capsideo)
Local Postivee N Posit Gl Gl GI+GII
ositivas ositivas Genotipo (N)  Genotipo (N) Gendtipo (N)
ETA 0 - - - -
Bolonha 7 1 - Gll.4 (1) -
A. Preta 4* - - - i
P. Acai 6* 1 Gl1.8 (1) - -
Ver-0-Peso 5 1 - - NT/NT (1)
GL.8/GIl.4 (1)
G1.8/GI.9 (1)
N Gll.4 (3) GL8/NT (1)
Tucunduba 16 11 NT (1) GIL6 (1) NT/GIL4 (2)
NT/GI1.14 (1)
GL.1/GIlL4 (1)
GL.4/GI1.12 (1)
. G1.8/GlIl.4 (3)
EEE-UMA 19 11 Gl.4 (1) Gll.4 (1) GI.8/GIL9 (1)
NT/GI1.6 (2)
NT/NT (1)
Total 57 25 12,0% (3/25) 24,0% (6/25)  64,0% (16/25)

*uma amostra positiva de cada local ndo foi testada para a regido capsideo, pois 0 material se encontrava
esgotado para uma nova analise. NT: amostra ndo tipada.
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Das 19 amostras sequenciadas como Gl o gend6tipo mais frequente foi GI.8 (n=8)

seguido de Gl.4 (n=2), GI.1 (n=1) e ndo genotipadas (n=8) (Figuras 12 e 13). Com relacdo a
Gll, 22 foram sequenciadas encontrando-se os genotipos Gll.4 (n=12), GIl.6 (n=3), GII.9
(n=2), GII.12 (n=1), GI11.14 (n=1) e ndo genotipadas (n=3) (Figuras 12 e 14).

Gl.4
10,5%

Gl.1
5,3%

Gl1.8
42,1%

| GlI.14
4,5%

Gll.12
4,5%

NT
13,6%

Figura 12. Genoétipos de Gl e Gl detectados nas amostras positivas para NoV pela regido 5’
terminal da ORF2 (capsideo). NT: amostras ndo tipadas.
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Figura 13. Arvore filogenética dos gendtipos de NoV Gl encontrados nas amostras ambientais
de Belém, Para. Construida utilizando o método de Neighbor-Joining, pela anélise de Kimura
2-Parametros. O teste foi realizado com 1000 réplicas de bootstrap. Amostras do estudo estao
marcadas em negrito. Protdtipos foram retirados do site NoV genotyping tool
(http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool/). A barra de escala é proporcional a distancia
genética. As amostras do estudo estdo marcadas com um losango e em negrito.

A média da distancia nucleotidica observada entre as amostras classificadas como
Gl.1l, GlL4 e GI1.8 foram de 4%, 3% e 2% respectivamente, com pequena alteracdo de

aminoacidos (variagdo de 1 - 3 aa) em comparacdo com as sequéncias de referéncia de cada

cepa.
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Figura 14. Arvore filogenética dos gendtipos de NoV GlI encontrados nas amostras
ambientais de Belém, Para. Construida utilizando o método de Neighbor-Joining, pela analise
de Kimura 2-Parametros. O teste foi realizado com 1000 réplicas de bootstrap. Amostras do
estudo estdo marcadas em negrito. ProtOtipos retirados do site NoV genotyping tool
(http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool/). A barra de escala é proporcional a distancia

genética. As amostras do estudo estdo marcadas com um losango e em negrito. Os prot6tipos
de cada variante Gl1.4 estdo assinalados com uma seta.
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Em relagdo ao grupo GIll.4, duas amostras apresentaram uma divergéncia
significativa de 8% (MO13-Jan/2010) e 6% (MOO08-Jun/2010) com relacdo as demais
amostras genotipadas neste grupo. Ao comparar estas amostras com 0s prot6tipos, ocorreu
troca de aminoacidos que variou 10-12 aa na primeira amostra e, 12-14 aa na segunda. As
demais amostras GII.4 se agruparam em trés diferentes clusters. Duas amostras (20% - 2/10)
foram semelhantes a variante Gll.4 2006-b, sete (70% - 7/10) a GI1.4 Nova Orleans 2009 e
uma detectada em 2009 (10% - 1/10) a G11.4 Sidney 2012.

Nos outros gendtipos Gll, a média da distancia nucleotidica encontrada foi de: 5%
nos grupos Gll.6 e GIL.9; 1% no GII.12 e 2% no GIlI.14. Vale ressaltar que uma amostra
(MO13-Jan/2010) agrupada no GI1.9 mostrou uma evidente divergéncia aminoacidica com

relacdo aos protdtipos utilizados, com troca de 11 e 12 aa, respectivamente.

6.6. ASSOCIACAO ENTRE COLIFORMES TERMOTOLERANTES E
CONTAMINAGAO POR NOROVIRUS

Das 96 amostras de dgua em que a concentracdo de coliformes termotolerantes
ultrapassou o limite recomendado (1000 coliformes — agua doce classe 1) pela resolucdo n°
357/2005 do Conselho Nacional de Meio Ambiente — CONAMA (BRASIL, 2005), 34
(35,4%) também foram positivas para NoV (Tabela 5). Entretanto, em quatro amostras se
observou a presenca dos NoV e os valores encontrados para coliformes termotolerantes
estavam de acordo com o0 maximo permitido (Tabela 5), sendo duas oriundas do lago Bolonha
(dezembro/2009 - 1,53 x 10> NMP/100 mL; agosto/2010 - 6,89 x 10° NMP/100 mL) e duas
do Agua Preta (agosto/2009 - 1,0 x 10° NMP/100 mL; maio/2010 - 2,46 x 10> NMP/100 mL).

O resultado de qui-quadrado obtido apds o teste de Regressdo Logistica Simples
referente a presenca ou auséncia de NoV face da contaminacdo por coliformes mostrou que
ndo ha relacdo de dependéncia entre esses dois fatores nesses pontos de amostragem
(Bolonha: p-valor=0,5573; Agua Preta: p-valor=0,5765). Todas as amostras (n=72)
provenientes do Porto do Acai, Ver-o-Peso e Tucunduba apresentaram valores de bactérias
fora do padréo estabelecido, sendo que em 37,5% (27/72) das mesmas também se observou a
presenca de NoV (Tabela 5).

N&o ha uma legislacdo vigente no pais que se refira a um limite de coliformes
termotolerantes para amostras de esgoto, ndo havendo dessa forma um valor de referéncia

para esse pardmetro. Na EEE-UNA a concentracdo desses indicadores bacterioldgicos variou
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de 9,85 x 10* a 6,488 x 10%e em 79,2% (19/24) das amostras os NoV estavam presentes. J4 na
ETA-Bolonha tanto os NoV como coliformes termotolerantes foram ausentes, estando este
ultimo parametro de acordo com o preconizado (CONAMA 357/2005) para agua tratada

destinada ao consumo humano.

Tabela 5. Comparacdo entre auséncia ou presenca de norovirus em relacdo ao resultado de

colimetria® obtido em 144 amostras de agua analisadas e de acordo com o local de coleta,
novembro de 2008 a outubro de 2010.

NoV ausente NoV ausente NoV presente NoV presente

Locais Colif. <1000* Colif. >1000*  Colif. <1000* Colif. > 1000*
N N N N
ETA 24 0 0 0
Bolonha 7 10 2 5
A. Preta 13 7 2 2
P.Acai 0 18 0 6
Ver-0-Peso 0 19 0 5
Tucunduba 0 8 0 16
Totais" 44 62 4 34

* Resultados gentilmente cedidos pela pesquisadora Lena L. C. S. Morais, Secdo de Meio Ambiente,
IEC/SVS/MS.

* Baseado na resolugdo n° 357/2005 do CONAMA para &gua doce de classe 11

-~ A EEE-UNA nio foi incluida nesta tabela por se tratar de esgoto, sendo que todas as suas 24 amostras
apresentaram alto nivel de coliformes e em 19 os NoV foram detectados.

6.7. ASSOCIACAO ENTRE PARAMETROS  FiSICO-QUIMICOS E
CONTAMINACAO POR NOROVIRUS

As médias das varidveis fisico-quimicas estdo apresentadas na figura 15. A
temperatura se manteve praticamente constante em todos os pontos de amostragem com
variacdo de 28,5°C a 29,8°C. Os valores de condutividade (uS) e sélidos totais dissolvidos -
STD (mg/L) - apresentaram alteracdo minima nas amostras da ETA, Bolonha, Agua Preta e
Porto do Acai, elevando-se apenas nas amostras do Ver-0-Peso e igarapé Tucunduba, assim

como a turbidez (unidades nefelométrica de turbidez — UNT) foi mais evidente nesses
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mesmos locais e no Porto do Acai. A maior média de oxigénio dissolvido — OD (mg/L) foi

detectada no Porto do Acai, ja nos demais locais a mudanca foi discreta.

STD/Cond. [ oD/ JTurb./Posit
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¢ Resultados médios gentilmente cedidos pelo pesquisador Bruno S. Carneiro, IEC/SVS/MS.

Figura 15. Resultados médios das variaveis fisico-quimicas® e positividade para NoV de
acordo com o local de coleta durante o periodo do estudo. OD= oxigénio dissolvido, Temp=
temperatura, Turb= turbidez, STD= so6lidos totais dissolvidos, Cond= condutividade, Posit=
positividade.

Com relacdo ao pH, as médias minimas e maximas encontradas foram de: 5,1 e
6,4 (ETA); 5,3 e 6,8 (Bolonha); 5,7 e 6,7 (Agua Preta); 6,0 e 6,9 (Porto do Acai); 5,0 e 6,4
(Ver-o0-Peso); 4,8 e 7,6 (Tucunduba). A EEE-UNA exibiu caracteristicas fisico-quimicas
bastante alteradas, caracteristica peculiar de esgoto bruto (condutividade= 742,3; STD=
383,1; OD=0,9; turbidez= 74,4; pH min/méax= 5,0/7,4).

6.8. ASSOCIACAO ENTRE  CARACTERISTICAS CLIMATICAS E
POSITIVIDADE PARA NOROVIRUS

A temperatura se manteve praticamente constante durante todo o periodo do
estudo, com minima de 25,7°C no més de fevereiro/2009 e maxima de 28,5°C em
setembro/2010, ndo havendo relagdo entre este parametro e a ocorréncia de NoV. Assim como
ocorrido na temperatura, se observou pequenas variagdes na umidade relativa do ar,

apresentando valores elevados no periodo de maior precipitacdo (dezembro a junho),
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comparado com a de menor intensidade chuvosa (julho a novembro). NoV foram mais
detectados nos meses de julho e outubro de 2009 e agosto de 2010, onde a pluviosidade foi
mais baixa (Figura 16). Deste modo, foi possivel notar flutuacdo no que diz respeito a
precipitacdo e positividade para NoV. No periodo menos chuvoso (julho a novembro) ha uma
tendéncia no aumento da positividade para NoV nos ambientes aquaticos e esgoto
pesquisados, conforme pode ser observado na figura 16, ocorrendo também o inverso nos

meses de maior pluviosidade, com decréscimo da mesma.
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Figura 16. Precipitacdo e positividade para NoV, no periodo de novembro de 2008 a outubro
de 2010. Precip: precipitacdo, Pos: positividade.
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7. DISCUSSAO

O NoV possui caracteristicas de um agente infeccioso ideal o que o torna um
patogeno altamente eficaz no estabelecimento da infeccdo e da doenca (HALL, 2012) e que,
por isso, é atualmente considerado o principal causador de surtos de gastrenterite aguda em
todo o mundo, como também estda associado a casos esporddicos (MARSHALL &
BRUGGINK, 2011).

Esse “sucesso” se deve, dentre outros fatores, a eficacia com que esse virus é
propagado, pois é altamente estavel, resistindo a processos quimicos de desinfeccdo e
persistindo por longos periodos no ambiente (HALL, 2012). Nesse sentido, a falta de
intervencbes em saneamento, higiene e abastecimento de &gua com qualidade e
microbiologicamente segura alertam para a ocorréncia da doenca diarreica na comunidade
(FEWTRELL et al., 2005), pois a 4gua atua como um importante veiculo na disseminagéo de
provaveis agentes etioldgicos dessa doenca, incluindo NoV.

O presente estudo avaliou aguas superficiais (baia, rio, igarapé, mananciais),
esgoto ndo tratado e agua tratada coletadas na regido metropolitana de Belém-PA quanto a
presenca do genoma viral de NoV, obtendo-se 33,9% (57/168) de positividade, utilizando as
técnicas de semi nested RT-PCR e/ou TagMan® PCR em tempo real.

Estudos semelhantes desenvolvidos em outras cidades brasileiras também ja
revelaram a circulacdo de NoV, entretanto em percentuais inferiores ao obtido em Belém (5,8
em Manaus; 18,8 no Rio de Janeiro; 23,0 em Florianopolis) analisando amostras de aguas
superficiais de igarapés (MIAGOSTOVICH et al., 2008), lagoa destinada a recreacdo
(VIEIRA et al., 2012), mar, além de &gua e esgoto apds tratamento (VICTORIA et al.,
2010a). Em outros paises, como no Japdo, no entanto, se constata percentuais superiores ao de
Belém, variando de 50% (KITAJIMA et al., 2010) a 63% (KISHIDA et al., 2012) em agua de
rio, enquanto nos EUA foi de 8,3% em &gua estuarina (GENTRY et al., 2009), cerca de
quatro vezes menor ao encontrado no presente estudo.

A alta positividade (79,2%) encontrada na EEE-UNA ja era esperada por se tratar
de amostras de esgoto que ndo recebem qualquer tratamento de desinfeccdo. Esse achado é
preocupante, pois somente 8% dos efluentes oriundos dos 20 bairros atendidos por essa
estacdo sdo tratados antes de serem langados no corpo receptor (Baia do Guajard) na forma in

natura.
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No igarapé Tucunduba os NoV também foram recuperados em percentual
relativamente alto (66,7%), que confirma a natureza impactada desse local, principalmente
pelo lancamento indiscriminado de residuos oriundos de esgoto doméstico podendo conter
fezes contaminadas. Esses dados nos alerta para a falta de politicas publicas que visem
diminuir a degradacao que esses corpos hidricos vém sofrendo.

A baixa positividade para NoV no Porto do Agai (25%) e no Ver-0-Peso (20,8%)
sdo bastante intrigantes, uma vez que sdo ambientes aquaticos impactados, onde se observa o
lancamento de grande quantidade de residuos os quais sdo produzidos principalmente durante
as atividades comerciais |4 desenvolvidas. Essas aguas sdo consideradas do tipo brancas (DA
SILVA, 2006) onde se observa riqueza de cétions (célcio, potéssio, sédio, magnésio, etc.) que
contribuem para protecdo da particula contra a inativacdo do calor (GERBA, 2007).
Entretanto, € provavel que a intensa hidrodinamica peculiar desses ecossistemas aquéaticos
aliada as fortes correntes e marés possa ter facilitado a diluicdo dos poluentes e, assim,
dificultado a deteccdo deste patdgeno. Outra caracteristica que deve ser levada em
consideracdo na baixa ocorréncia de NoV é a alta turbidez encontrada nesses pontos, uma vez
que esse parametro é determinado pela presenca de particulas em suspensdo na agua, as quais
podem ter sido concentradas simultaneamente aos NoV e terem atuado como compostos
inibidores (RODRIGUEZ et al., 2012) nas reacdes moleculares.

Essa hipGtese foi evidenciada em estudo conduzido no México (FELIX et al.,
2010) com agua marinha destinada a recreacdo, o qual demonstrou que o aumento de uma
unidade de turbidez diminui o risco da presenca de NoV no tipo de amostra em questdo. Ja em
outra pesquisa realizada no Brasil, na cidade do Rio de Janeiro (VIEIRA et al., 2012)
envolvendo uma lagoa, rio e praia, uma possivel associacdo foi mencionada entre turbidez e
presenca de rotavirus, estando os NoV neste trabalho mais correlacionados com valores de
pH.

Os NoV também foram detectados em algumas amostras dos mananciais Bolonha
(29,2%) e Agua Preta (16,7%), no entanto, o processo de tratamento aplicado na ETA se
mostrou bastante eficiente, pois ndo houve casos positivos para NoV nas aguas apés
tratamento. Embora o presente estudo tenha evidenciado a eficacia de desinfeccdo, ja ha relato
na literatura de um grande surto de gastrenterite por NoV associado ao consumo de &gua
contaminada (KUKKULA et al., 1999) ocorrido na Finlandia, onde a cepa de NoV GlI foi

idéntica tanto nos espécimes fecais colhidos dos pacientes, como na agua de torneira do
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municipio de Heinavesi, demonstrando que a cloragdo efetuada ndo foi suficiente para
eliminar os NoV.

Além de apontar a circulacdo dos NoV nas aguas e esgoto de Belém, nossos
resultados ainda revelam alto percentual de coexisténcia entre os genogrupos | e 11 (20,8%)
que sdo associados com infeccdo em humanos, principalmente nas amostras oriundas da EEE-
UNA e igarapé Tucunduba. La Rosa et al. (2010b) na Italia também observou alta incidéncia
de GI+GlI (89,1%) em esgoto bruto utilizando nested PCR, além disso Gl foi mais prevalente
do que GIl (4,7% x 3,1%), o que também ocorreu em Belém e em outra pesquisa
desenvolvida no Sul do Brasil, na cidade de Florianopdlis (MORESCO et al., 2012)
analisando aguas costeiras por PCR quantitativo em tempo real (QPCR).

Avaliando algumas pesquisas realizadas no ambiente pode-se observar como é
comum tanto nos ambientes aquéaticos (KITAJIMA et al., 2010; MORESCO et al., 2012)
como em esgoto (IWAI et al., 2009; LA ROSA et al., 2010b; KITAJIMA et al., 2012) a
deteccdo de Gl em percentuais iguais ou superiores a Gll. Isto difere dos achados clinicos
relatados na literatura, em que Gll € mais comumente encontrado e intimamente associado a
casos esporadicos e surtos de gastrenterite (GLASS et al., 2009), sendo Gl de baixa
prevaléncia. Na Australia, por exemplo, apenas 4,3% dos surtos ocorridos nos anos de 2002 a
2010 foram ocasionados por Gl, enquanto GlI foi responsavel por 95,2% dos mesmos, €
GI+GlI corresponde a uma pequena parcela equivalente a 0,5% (BRUGGINK et al., 2012).
Mesmo que GII seja a principal causa de infeccdo por NoV, surtos associados com a via
hidrica sdo geralmente atribuidos a cepas GI (MATTHEWS et al., 2012).

Siqueira et al. (2011, 2013), analisando casos de criancas hospitalizadas com
gastrenterite em Belém no periodo de maio/2008 a abril/2010, demonstrou que todas as
amostras que foram caracterizadas pertenciam ao genogrupo Il. Porém o Gl ja foi detectado
em estudos conduzidos nos municipios de Belém em 2003 (ARAGAO et al., 2010) e
Ananindeua em 2009 (ARAGAO et al., 2013), sendo o primeiro durante uma vigilancia para
rotavirus do grupo A em episodios graves de diarreia aguda e, o segundo, em amostras fecais
provenientes de uma comunidade semi-fechada, de remanescentes de afro descendentes
(Quilombola).

Assim, a deteccdo nas amostras ambientais ndo apenas de Gll, mas também de Gl
demonstra que este ultimo tem circulado na comunidade em Belém, visto que este genogrupo
inclui apenas cepas que infectam humanos (CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE

DOENCAS, 2011). Essa deteccdo expressiva no ambiente de GI sugere que 0 mesmo esteja
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associado com infec¢Bes mais brandas ou até mesmo assintomaticas, o que subestima o real
impacto deste genogrupo nas infec¢fes por NoV, ja que GIl € o mais frequente em casos
(ARAGAO et al., 2010; FIORETTI et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2013) e surtos
(MATTHEWS et al., 2012) de gastrenterite.

Comparando os resultados obtidos nas duas metodologias de deteccdo molecular
ndo houve muita diferenca com relagcdo ao nimero de amostras positivas para NoV por semi
nested (n=45) e TagMan® PCR em tempo real (n=46) nas amostras ambientais analisadas.
Contudo, outras pesquisas apontam recuperacao de NoV em percentuais mais elevados qPCR
comparado com os resultados obtidos por PCR qualitativa. Victoria et al. (2010b) detectaram
NoV em 29% das amostras de influente/efluente por semi nested, elevando-se para 58%
qguando do uso da qPCR. Esse aumento perceptivel ja foi observado também na detec¢do do
virus da hepatite A em amostras de agua, nas quais De Paula et al. (2007) verificou um
elevado percentual de positividade pelo gPCR (92%) em contrapartida ao uso de nested RT-
PCR (23%).

Os gendtipos de Gl e GII mais detectados nas amostras ambientais de Belém
foram GI.8 (n=8) e GIl.4 (n=12), respectivamente. O genotipo G1.8 ja foi associado a
gastrenterite entre criancas hospitalizadas e atendidas em ambulatério no Paraguai
(GALEANO et al., 2013), bem como em um surto na Austrdlia em uma unidade de satde
(BRUGGINK et al., 2012). No Brasil esta cepa foi primeiramente encontrada em um caso
esporadico ocorrido em 1995 em uma creche no Rio de Janeiro (FERREIRA et al., 2012b). A
ocorréncia do genétipo Gl.4 ja foi relatada no Brasil, na cidade de Belém-PA, (ARAGAO et
al., 2010), como GI.1 e GIl.4 no estado do Espirito Santo (VICENTINI et al., 2013), ambos
em casos clinicos. J& em outros estudos voltados a virologia ambiental estes genoétipos ja
foram detectados no Japdo, em amostras de esgoto (KITAJIMA et al., 2012) e rio
(KITAJIMA et al., 2010). De acordo com nosso levantamento bibliografico esta é a primeira
descricdo de Gl.1 e GI1.8 a partir de amostras ambientais no Brasil.

A cepa Gll1.4 foi a mais detectada nos ambientes aquaticos e esgoto de Belém. De
fato esse gendtipo é o mais associado a infec¢cdo em humanos de acordo com o relatado na
literatura no Brasil (FIORETTI et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2011, 2013; ARAGAO et al.,
2010, 2013; VICENTINI et al., 2013) e no mundo, sendo responsavel por 43,7% dos casos
esporadicos e 85,8% dos surtos (BULL et al., 2006).

O fato pelo qual NoV GI1.4 ainda se mantém como o genétipo dominante entre 0s

casos e surtos de gastrenterite pode estar relacionado com a frequéncia com que esses virus
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sofrem mudancas genéticas, principalmente mutacdo e recombinacdo (MARSHALL &
BRUGGINK, 2011), as quais culminam com o surgimento de novas formas, denominadas
“variantes” (BULL et al., 2006; SIEBENGA et al., 2009), a exemplo da cepa NoV Gll.4
variante Sidney 2012 (VAN BEEK et al., 2013), a qual foi recentemente associada a alta
incidéncia nos casos ou surtos em diversos paises, como no Brasil (SILVA et al., 2013), Italia
(GIAMMANCO et al., 2013), Dinamarca (FONAGER et al., 2013), Inglaterra (ALLEN et
al., 2014) dentre outros.

Uma amostra do lago Bolonha obtida em maio/2009 mostrou uma grande
semelhanga nucleotidica e aminoacidica em relacdo a GIl.4 variante Sidney 2012, o que
indicaria que a mesma ja estaria circulando nas &guas antes de acometer humanos. Deste
modo, foi testada outra regido do genoma, denominada subdominio P2 da proteina VP1 do
capsideo viral, onde ocorre a maioria das mutacfes entre os genoétipos (VEGA et al., 2011),
sendo dessa forma uma regido bastante variavel, entretanto os produtos amplificados obtidos
ndo apresentaram boa qualidade, sendo impossivel completar a analise.

Além de Gll1.4, os gendtipos GlI1.6 (13,6%), GI1.9 (9,1%), GI1.12 e GlI.14 (4,5%)
também foram observados, porém em menor incidéncia. GII.6 foi detectado no igarapé
Tucunduba em 2009 e na EEE-UNA em 2010 e o mesmo foi descrito em fezes de humanos
no municipio de Ananindeua-PA em 2008 (ARAGAO et al., 2013) assim como em outros
locais do pais, como Rio de Janeiro (FERREIRA et al., 2012b) e Espirito Santo (VICENTINI
et al., 2013) em amostras clinicas e, no Japdo, em esgoto (KITAJIMA et al., 2012) e rio
(KITAJIMA et al., 2010).

No presente estudo, a circulacdo de GII1.12 ocorreu em uma amostra de esgoto em
setembro de 2009, sendo detectada também no mesmo ano em Sergipe, Minas Gerais e Rio
Grande do Sul em espécimes fecais provenientes de casos ou surtos de gastrenterite aguda, de
acordo com estudo de Fioretti et al. (2011) sobre a diversidade genética de NoV no Brasil. O
genotipo Gll.14 encontrado no igarapé Tucunduba em julho de 2010 ja foi responsavel por
um surto nosocomial em hospital do Rio de Janeiro no ano de 2007 (FERREIRA et al., 2010).

O NoV foi detectado em 35,4% (34/96) das amostras que também apresentaram
concentracdo de coliformes termotolerantes maior do que o estabelecido pela legislagédo
vigente, ndo havendo correlagdo entre deteccdo de NoV e quantificacdo de coliformes nas
amostras provenientes dos mananciais Bolonha e Agua Preta. Ao avaliar correlagio entre
quantificacdo de Escherichia coli e deteccdo de NoV, Vieira et al. (2012) observaram

distribuicdo homogénea entre esses dois parametros ndo sendo possivel estabelecer se houve
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uma associacdo positiva ou negativa entre eles. Moresco et al. (2012) também néo
evidenciaram correlacdo entre virus e coliformes fecais, esclarecendo a importancia da
inclusdo da anélise viroldgica na avaliagdo da qualidade da agua, principalmente naquelas
utilizadas para recreacéo e cultura de moluscos.

Né&o foi possivel verificar nenhuma interferéncia dos parametros fisico-quimicos
com relacdo a presenca ou auséncia de NoV nos locais estudados, com excecdo do Porto do
Acai e Ver-0-Peso como ja mencionado anteriormente.

Pela andlise dos parametros climaticos foi observado que houve relacdo negativa
entre precipitacdo e presenca de NoV, ou seja, no periodo caracterizado como mais chuvoso
(dezembro a junho) hd um decréscimo na positividade para esse agente nas amostras
ambientais, o qual s6 retorna a ascender quando inicia a temporada de menor indice
pluviométrico. Em Belém, a forte intensidade de chuvas provoca a subida das aguas que
banham a regido, gerando maior diluicdo nesses ambientes aquaticos. Dessa forma é possivel
supor que esse fator tenha influenciado diretamente na diminui¢do da positividade para NoV
observada nos meses em que ha maior indice pluviométrico, ocorrendo claro aumento na
presenca desse virus justamente quando as chuvas diminuem de intensidade.

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram pela primeira vez a circulacéo
relativamente alta de NoV nas aguas e esgoto de Belém. Embora esse agente possua natureza
fastidiosa e dessa forma ndo seja possivel comprovar sua viabilidade e infectividade nas
amostras analisadas, a deteccdo do genoma viral nos ecossistemas aquaticos estudados
demonstra a existéncia de contaminacdo fecal nesses locais, 0s quais também podem conter
outros patdégenos humanos, como bactérias, protozoarios e helmintos, representando assim um
risco para a saude humana caso haja contato e/ou consumo dessas aguas.

Sabendo da importancia da agua como um bem indispensavel para a manutencéo
da vida no planeta, torna-se extremante essencial o estabelecimento de politicas que visem a
promoc¢do de salde ambiental, por meio de intervencfes em saneamento e acesso a agua
tratada, 0s quais terdo impactos positivos no sentido de que sociedade tera mais qualidade de

vida, diminuindo ndo somente 0s gastos com saude como também a degradacdo do ambiente.



73

CONCLUSOES

e Norovirus dos genogrupos | e Il foram detectados na cidade de Belém em
percentuais relativamente altos;

e Os locais mais contaminados por norovirus foram o lgarapé Tucunduba e a EEE-
UNA. Esse virus também foi detectado nos demais pontos de amostragem, porém
em menor incidéncia, com excecdo da ETA-Bolonha onde ndo houve amostras
positivas;

e O semi nested RT-PCR e 0 TagMan® PCR em tempo real no presente estudo se
mostraram bons métodos de deteccdo molecular de norovirus a partir de amostras
ambientais, com boa concordancia de resultados entre essas metodologias (>80%);

e Todos os gendtipos de norovirus Gl e Gl detectados nas &guas e esgoto de Belém
ja foram descritos em associacdo a casos clinicos, seja no Brasil ou em outros
paises;

e Nas amostras oriundas dos mananciais Bolonha e Agua Preta ndo houve relagéo de
dependéncia entre contaminagcdo por norovirus e concentracdo de coliformes
termotolerantes acima do recomendado pela legislacéo;

e A intensa hidrodinamica peculiar do Porto do Acai e Ver-0-Peso parece ter afetado
a deteccdo de norovirus nas amostras provenientes desses locais;

e No periodo de menor pluviosidade na cidade de Belém (julho a novembro)
observou-se aumento na positividade para norovirus, a qual diminui notavelmente
durante o periodo de maior precipitacdo (dezembro a junho);

e Este foi um estudo pioneiro na detecgdo de norovirus na cidade de Belém, e os
resultados obtidos demonstram que as aguas de Belém sofrem com o despejo de
efluentes contaminados com esse patdgeno. Mais pesquisas Sdo necessarias no
sentido de monitorar a presenca de norovirus, principalmente nas aguas destinadas

a consumo humano, como as do Bolonha e Agua Preta e da ETA-Bolonha.
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9. PERSPECTIVAS

¢ Iniciar a pesquisa do genogrupo IV de norovirus que também esta associado
com infecgdo em humanos em outros pontos de amostragem;

e Clonar a amostra proveniente do lago Bolonha (maio/2009) que mostrou
similaridade com a variante Gll.4 Sidney 2012, no sentido de obter produto
com qualidade satisfatoria que permita uma nova andlise pela regido P2 da
proteina capsidal VVP1 utilizada para determinar variantes especificas;

e Realizar mais analises nas amostras que apresentaram divergéncias, quando de
sua caracterizacéo;

e Tentar estabelecer outros métodos de concentracdo de amostras ambientais,

como a floculagdo com leite desnatado.
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