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RESUMO

Com avancos significativos na area da virologia ambiental, os virus entéricos tém sido
reconhecidos como o0s agentes causadores de muitos casos de doencas e surtos
provenientes de fontes contaminadas de &agua para consumo, considerando a
persisténcia ambiental desses agentes e a resisténcia que apresentam a processos
convencionais de tratamento de agua. Este estudo objetivou detectar a presenca de
virus entéricos, coliformes totais e Escherichia coli em agua de pocos da cidade de
Macapa-Ap por deteccdo de virus entéricos por meio de analise molecular. As
amostras foram coletadas entre novembro de 2016 a margo de 2017, 2L de agua
foram coletados mensalmente em 16 bairros da area urbana da cidade. Foram
analisados trés tipos de virus (Adenovirus, Rotavirus e Norovirus). A concentracdo
viral foi realizada pelo método de adsorcéo-eluicio em membrana HA, seguido de
reconcentracao por ultrafiltracdo no Amicon Ultra-15. Para obtencdo do DNA e RNA
viral utilizou-se um kit comercial Qiagen. Para a detec¢cdo molecular foram
empregadas a Reacdo em Cadeia Mediada pela Polimerase (PCR convencional) e
PCR em tempo real para detec¢édo de norovirus. Os produtos positivos das amostras
de agua foram submetidos a sequenciamento nucleotidico e comparadas a outras
obtidas em um bamco de dados (GeneBank). A gquantificacdo de coliformes totais e
Escherichia coli, também foram determinados por meio de cultura (Colipaper). O DNA
de Adenovirus humano foi detectado em 152/256 (59,38%) das amostras. A analise
filogenética mostrou que os isolados ambientais deste estudo pertenciam a espécie
F, subtipo 41 (caracterizado como Adenovirus entérico). A alta similaridade com
sequéncias brasileiras evidencia a circulacdo endémica dos isolados do HAdV no
Brasil. Nenhuma amostra foi positiva para Norovirus e Rotavirus. As concentracdes
de coliformes totais e E. coli, ultrapassaram em todos 0s meses 0s limites
estabelecidos pelo Ministério da Saude (portaria n°® 2914/11). A analise de regresséo
logistica demonstrou que ndo houve associacdo entre a presenca do HAdV e os
parametros bacteriol6gicos da agua. Os resultados obtidos evidenciaram a circulacao
de virus entéricos nesta regidao, provendo informacdes adicionais sobre a
epidemiologia molecular do HAdV no Brasil, bem como o alto grau de contaminacao
microbiolégica das aguas subterraneas da cidade de Macapa, resultado do deficitario
servico de saneamento basico.

Palavras-chave: Agua. Virus entéricos. Biologia molecular. Coliformes.



ABSTRACT

With significant advances in the field of environmental virology, enteric viruses have
been recognized as the causative agents of many cases of diseases and outbreaks
from contaminated sources of water for consumption, considering the environmental
persistence of these agents and the resistance they present to conventional water
treatment. This study aimed to detect the presence of enteric virus, total coliforms and
Escherichia coli in water from wells in the city of Macapa-Ap due to detection of enteric
virus by means of molecular analysis. Samples were collected between November
2016 and March 2017, 2L of water were collected monthly in 16 neighborhoods of the
urban area of the city. Three types of virus (Adenovirus, Rotavirus and Norovirus) were
analyzed. The viral concentration was performed by the HA membrane adsorption-
elution method, followed by reconcentration by ultrafiltration in Amicon Ultra-15. A
commercial Qiagen kit was used to obtain viral DNA and RNA. For molecular detection,
the Polymerase-Mediated Chain Reaction (conventional PCR) and real-time PCR were
used for the detection of norovirus. The positive products of the water samples were
submitted to nucleotide sequencing and compared to others obtained in a data batch
(GeneBank). Quantification of total coliforms and Escherichia coli were also
determined by culture (Colipaper). Human Adenovirus DNA was detected in 152/256
(59.38%) of the samples. Phylogenetic analysis showed that the environmental
isolates of this study belonged to species F, subtype 41 (characterized as enteric
adenovirus). The high similarity with Brazilian sequences evidences the endemic
circulation of HAdV isolates in Brazil. No samples were positive for Norovirus and
Rotavirus. The concentrations of total coliforms and E. coli exceeded in every month
the limits established by the Ministry of Health (ordinance no. 2914/11). The logistic
regression analysis showed that there was no association between the presence of
HAdV and the bacteriological parameters of the water. The results obtained evidenced
the circulation of enteric viruses in this region, providing additional information on the
molecular epidemiology of HAdV in Brazil, as well as the high level of microbiological
contamination of the groundwater of the city of Macapa, resulting from the deficient
basic sanitation service.

Keywords: Water. Enteric viruses. Molecular biology. Coliforms.
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1INTRODUGAO

A agua constitui um dos elementos essenciais a saude de qualquer ser vivo e
atualmente tem se tornado um assunto preocupante no mundo e nos paises em
desenvolvimento quanto a sua qualidade. Isto se deve a falta de um saneamento
adequado, que vem trazendo grandes problemas sociais, como também ambientais e
de saude, ja que é um fator importante na disseminacdo de doencas. Torna-se,
portanto, uma questdo de interesse para a saude publica, com vista a evitar que
pessoas adoecam pela presenca de agentes patogénicos presentes na agua de
consumo (OMS, 2017).

O saneamento € a estrutura que mais beneficios traz para a populacéo e ainda
€ motivo de morte no Mundo. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), cerca de 4,5 bilhdes de pessoas no mundo — bem mais da metade da
populacao global atual de 7,6 bilhdes de habitantes — ndo tem acesso a saneamento
basico seguro. Aproximadamente uma em cada quatro criangas no mundo menores
de 5 anos morrem em razdo de diarreia, como resultado do baixo acesso a agua
tratada e as condi¢cbes adequadas de higiene, correndo um risco maior a exposi¢ao
de doencas (OMS/UNICEF, 2017).

No Brasil, apesar de investimentos aplicados na area de saneamento, 0 pais
ainda enfrenta problemas em termos de distribuicdo e acesso aos servi¢os basicos de
saneamento (NUNES, 2015). Segundo dados mais recentes do Sistema Nacional de
informacgdes sobre Saneamento (SNIS) e do Instituto Trata Brasil (ITB), referentes a
2016 disponibilizados, mostram cobertura de 83,3% de agua e metade da populacao
do pais continua sem acesso a sistemas de esgotamento sanitario (51,9% de esgoto
no pais). O que significa que milhdes de pessoas utilizam medidas alternativas para
lidar com os dejetos, seja através de uma fossa, ou jogando o esgoto diretamente no
rio (GROTT, 2016; ITB, 2017; SNIS, 2018).

Em algumas regifes do pais, como o Norte, a situagdo é ainda mais grave:
55,4% da populacdo € atendida por abastecimento de agua, e apenas 10,5% por
esgoto. Sem investimentos por anos na area de saneamento basico, o Amapa vem
sendo considerado o pior estado da regido e do pais, com 34% e 3,8%,
respectivamente (SNIS, 2018). A cidade de Macapéa possui uma cobertura minima na
area de saneamento, onde se observa uma grande quantidade de esgoto a céu aberto

nas ruas. Desta forma, Macapa, no quesito saneamento, é considerada a 5° pior
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cidade no ranking de desempenhos das 100 maiores cidades brasileiras, com 5,44%
de cobertura de coleta de esgoto e 36,39% de agua (ITB, 2018).

A dificuldade de acesso ao abastecimento de agua tratada para toda populacéo
da cidade, torna necessaria a adocao de medidas alternativas, tais como o consumo
de &guas subterraneas por meio de poc¢os. Entretanto, essas dguas subterraneas
podem estar contaminadas com fezes humanas e/ou de outros animais através de
varias vias, dentre elas fossas e pocos, disseminando de forma rapida, um grande
namero de enfermidades, principalmente, gastroenterites (SOUSA et al., 2016;
BRAGA et al., 2018). A Portaria n°2.914/2011 do Ministério da Saude (MS) estabelece
que a agua destinada ao consumo humano em qualquer situacao, incluindo fontes
individuais como po¢os, minas e nascentes deve ter auséncia de coliformes e E. coli
em 100 mL da amostra (BRASIL, 2011). Quando esses indicadores microbioldgicos
estdo presentes na agua, ha uma probabilidade da presenca de microrganismos
patogénicos mais resistentes a infec¢do, como virus e protozoarios, causadores de
diversas doencas infecciosas (VIEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2017).

A gastroenterite viral pode ser causada por uma variedade de virus e ocasiona
infeccéo do trato gastrointestinal, sendo a maior causa de diarreia e a segunda maior
causa de doenca infecciosa no mundo. A principal manifestacéo € a diarreia, podendo
ou ndo estar associada a nauseas e vomitos, e as complicacdes ocorrem devido a
desidratacdo e ao desequilibrio eletrolitico, podendo causar Gbito, principalmente, se
a diarreia estiver associada com a desnutricAo e doencas cronicas (SANTOS;
SOARES, 2015). A transmisséo destes virus ocorre frequentemente através da via
fecal-oral, através do consumo de 4gua e alimentos contaminados (MURRAY et al.,
2014).

Dentre os principais agentes etiolégicos virais causadores de gastroenterites
estdo o Rotavirus (RV), correspondendo até 60% dos casos; Norovirus (NV) com 5%
a 30% dos casos de hospitalizacdo por gastroenterite; Adenovirus podem ser
responsaveis por até 20% dos casos de infeccdo em criancgas, sendo o segundo maior
causador de gastroenterite (OMS, 2017). Esses virus sdo de veiculacdo hidrica e
altamente estaveis no ambiente aquatico, possuindo certa resisténcia aos agentes
fisicos e quimicos de inativacdo e podem permanecer potencialmente infectantes
durante meses na agua (PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014).

No Estado do Amapa nao existem estudos que visem esclarecer os aspectos

etiologicos, moleculares e epidemiologicos das gastroenterites de origem viral com
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veiculacao hidrica, principalmente em populagdes que consomem agua nao tratada
de fontes alternativas.

A pesquisa de virus em aguas tratadas e ndo tratadas constitui uma das mais
relevantes linhas de investigacdo em desenvolvimento no mundo, visando a garantia

da qualidade da agua de uso da populagéo.

1.1REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 Virologia Ambiental

A virologia ambiental surgiu como &rea de interesse cientifico na década de
1950, apds um grande surto de diarreia causada pelo virus da hepatite E ocorrido na
cidade de Nova Delhi, na india, envolvendo aproximadamente 29 mil pessoas, apos a
ingestdo de agua de abastecimento contaminada com esgoto. A origem do surto foi a
contaminacgéo do rio Jumoa, o qual era utilizado como fonte primaria para alimentar
um sistema de tratamento de agua, o qual se mostrou eficiente no controle bacteriano.
Esse ocorrido levou a formacgéo de grupos especializados em pesquisas de virus em
agua e esgotos (MELNICK, 1957; PURCELL; TICEHUST, 1988; BOSCH, 1998;
TEIXEIRA, 2014; GURJAO, 2015)

Desde os anos 80, a virologia ambiental teve avancos significativos, onde os
virus entéricos foram reconhecidos como os agentes causadores de muitos casos de
doencas provenientes de fontes contaminadas de &gua para consumo, aguas
recrecionais, rios, crustaceos e moluscos provenientes de aguas contaminadas. Desta
forma a virologia ambiental € de grande importancia de conhecimentos para estudos
epidemioldgicos, conhecendo as vias de transmissao de varios virus entéricos, de
forma a atuar no controle de contaminagcao (FUMIAN et al, 2013; LUZ
MIAGOSTOVCH, 2017).

Casos como estes sdo ocasionados por virus entéricos sao frequentemente
encontrados em aguas superficiais, subterraneas e residuais, e sao responsaveis por
uma proporc¢ao significativa de casos de gastroenterites (DASHTI et al., 2016). Esses
virus ndo fazem parte da flora normal do sistema digestivo e sdo apenas excretados
por pessoas infectadas e as taxas de infec¢do variam consideravelmente de uma area

para outra, dependendo da saude e das condigbes de saneamento bésico. A
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circulagdo desses virus no ambiente aquatico esta diretamente relacionada as
condi¢cbes sanitarias inadequada, estando associados a diferentes quadros de
doencas infecciosas (PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014).

Além disso, a disseminacdo em ambientes aquaticos localizados no espaco
urbano é preocupante, considerando a persisténcia ambiental desses agentes,
principalmente por serem virus ndo envelopados e resistentes a condi¢cdes adversas,
tanto no organismo humano (acidez do estoméago) como no ambiente, pois possuem
uma alta estabilidade na agua e séo resistentes a processos fisicos e quimicos de
inativacao (TONANI et al., 2013; PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014).

No Brasil nos ultimos anos, a linha de pesquisa em virologia ambiental tem se
intensificado. Teve inicio na década de 1970 com o desenvolvimento de estudos
demonstrando a presenca de virus de disseminacao entérica em agua, efluentes,
aguas superficiais e subterraneas poluidas a partir de grandes volumes de amostras
(VILLAR et al. 2007; BARRELLA et al., 2009; FUMIAN et al., 2011; TEIXEIRA, 2014;
GUERRA et al., 2015; FERREIRA, 2017).

Uma pesquisa que teve repercussao, foi no periodo dos jogos olimpicos no
Brasil no ano de 2016, onde as aguas das instalacdes olimpicas aquéticas na Baia de
Guanabara, na Lagoa Rodrigo de Freitas e nas Praia de Copacabana foram constatadas
gue estavam altamente contaminadas com esgoto e presenca de niveis perigosamente
altos de virus responsaveis por gastroenterite viral. A maior preocupacao ocorreu com
os atletas que competiram, nadaram e velejaram em aguas tdo contaminadas por fezes
humanas que se arriscaram a contrair alguma doenca (SAUDE, 2016).

Por isso pesquisas para a deteccéo de virus no ambiente aquético vem sendo
realizada por meio de diferentes metodologias como cultura de células, microscopia
eletrbnica, métodos imunolégicos (GREENING et al., 1999; FONG; LIPP, 2005;
WOLD; ISON, 2013). Com a expansdo da virologia ambiental a partir da década de
1990, o estabelecimento de analises moleculares como da reacdo em cadeia da
polimerase (polymerase chain reaction — PCR), PCR Multiplex, PCR em tempo real e
ICC-RT-PCR (Integrated cell culture), permitiu ampliar a analise para a deteccao de
uma variedade de grupos virais (SILVA et al., 2011; KITAJIMA et al., 2012).

Diante dos riscos e fatos evidenciados no Brasil, a portaria n® 2.914/2011 do
Ministério da Saude, onde recomenda a pesquisa de virus quando dados
epidemioldgicos apontarem a agua como via de transmissdo. A mesma portaria

recomenda a inclusdo do monitoramento de virus entéricos no(s) ponto(s) de captagcao
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de &gua proveniente(s) de manancial(is) superficial(is) de abastecimento, com o
objetivo de subsidiar estudos de avaliagdo de risco microbiolégico, embora as
investigacdes desses virus em amostras ambientais ainda estejam restritas a
laboratorios de pesquisa (BRASIL, 2011).

Nesse contexto, a virologia ambiental vem adquirindo um importante papel na
construcdo de novos indicadores socioambientais. Tornando-se cada vez mais
relevante a medida que, se constitui uma ferramenta Gtil de avaliacdo e controle da
qualidade sanitaria do ambiente e dos riscos a saude da populacdo (PRADO;
MIAGOSTOVICH, 2014).

Atualmente estdo descritos cerca de 140 tipos diferentes de virus entéricos
humanos que podem esta presente em ecossistemas aquaticos, dentre estes
destacam-se os virus de genoma RNA fita simples: Norovirus, Calicivirus, Enterovirus,
virus da hepatite A e E; virus de genoma RNA fita dupla: Rotavirus e Picobirnavirus;
e de genoma DNA fita dupla: Adenovirus. Estes agentes virais sdo causadores de
diversas infeccbes como gastroenterite, conjuntivite, infec¢cdes do trato respiratério,
hepatite, e outras sérias infeccbes como meningite, miocardite, encefalite e paralisia
(OMS, 2017). Dentre os principais virus causadores de gastroenterites virais estdo os

grupos: Adenovirus, Rotavirus e Norovirus.

1.1.2 Adenovirus

Atualmente, estes virus sdo a segunda maior causa de gastroenterite infantil,
ficando atras apenas dos rotavirus (LI et al. 2015; LUCHS; TIMENETSKY, 2016;
KFOURI et al. 2017). De transmisséo fecal-oral e com particulas altamente resistentes
no meio ambiente, dissemina-se por veiculagdo em aguas de consumo, de recreacao
e na forma de aerossoéis, além de alimentos contaminados e fémites também tém se
mostrado muito importante no ponto de vista epidemiolégico (AMARAL, 2015). As
infeccdes causadas por AdV séo consideradas variaveis e sua prevaléncia em paises
industrializados possui uma amplitude de 1 a 8%, enquanto que em paises em
desenvolvimento essa amplitude aumenta para até 31% (LIU et al., 2016).

Os adenovirus humanos (HAdV) pertencem a familia Adenoviridae e ao género
Mastadenovirus, que contém sete espécies descritos (A-G). Essas espécies

compreendem cerca de 67 tipos, com HAdV-D contendo a maioria dos membros
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(WOLD; ISON, 2013; GHEBREMEDHIN, 2014). Apesar de muitos tipos de HAdV
terem a capacidade de se replicar no intestino e serem eliminados nas fezes, os
HAdV-40 e HAdV-41 (espécie F) se destacam como 0s principais responsaveis pelos
casos de gastrenterite em criangas, além dos tipos 18 e 31 (espécie A) e tipo 5
(espécie C) (LIU et. al. 2016; MULLER, 2017).

A infeccdo tem duracéo de 5 a 12 dias, tendo como principais sintomas diarreia
aguosa, vomitos, febre moderada a grave e desidratacdo leve (WOLD; ISON, 2013;
SANTOS; SOARES, 2015). Também podem causar intussuscepcao pediatrica
(WOLD; ISON, 2013; GINELLI, 2017).

Os AdV séo virus ndo envelopados de 90 nm de diametro, simetria icosaédrica,
com um genoma linear de DNA de fita dupla, contendo em média 36 Kb (Figura 1). O
virion é constituido de 11 proteinas, sete das quais estao no capsideo que é composto
por 252 subunidades de capsémeros. Destas, 240 sdo constituidas pela proteina
héxon, as quais compdem as faces do icosaedro, e as demais (12 capsémeros) sdo
compostas pelas proteinas penton-base e fibra que juntas compdem o vértice viral
(WOLD; ISON, 2013).

Figura 1 — Representacdo esquematica da particula de adenovirus.
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1.1.3 Rotavirus (RV)

O Rotavirus € o principal causador de gastroenterite ndo bacteriana, que causa
infecgdo em criangas menores de cinco anos em todo o mundo, caracterizada por
diarreia, vomitos e febre e cuja evolucéo leva a desidratacéo (LIU et al. 2016). Causam
a morte de mais de 500 mil criancas pequenas a cada ano, principalmente nas regides
em desenvolvimento do mundo (LI, et al. 2015; LIU et al. 2016). As infec¢cdes séo
transmitidas por via fecal-oral, de pessoa a pessoa, fomites, por ingestdo da agua ou
alimentos, além do contato com superficies e objetos contaminados, e seu periodo de
incubacéo varia de um a trés dias (SANTOS; SOARES, 2015).

Os Rotavirus pertencem a familia Reoviridae e ao género Rotavirus, tem
particulas virais esféricas, com =70 a 100nm de didmetro, com capsideo de simetria
icosaédrica e sem envoltério. O capsideo € formado por trés camadas proteicas:
capsideo interno (core), intermediario e externo. O core contém o genoma viral
(ESTES; KAPIKIAN, 2007).

O genoma viral é constituido por 11 segmentos de RNA de fita dupla (RNAdf).
Cada segmento codifica para uma proteina viral especifica, sendo seis proteinas
estruturais, denominadas viral protein (VP) — VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7 e seis
proteinas nao estruturais denominadas non structural protein (NSP) — NSP1, NSP2,
NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6. Os segmentos dos rotavirus sdo monocistrémicos, com
excecdo do segmento 11, o qual codifica para duas proteinas (NSP5 e NSP6)
(ESTES; KAPIKIAN, 2007; SANTOS; SOARES, 2015).

Com base nas propriedades antigénicas da VP6, os RVs foram subdivididos
em 5 espécies sorolégicas (A-E) e duas espécies tentativas adicionais (F e G) de
acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (BALL, 2005;
RAHMAN et al., 2010). Os RVs pertencentes as espécies A, B e C (RVA, RVB e RVC)
sdo conhecidos por infectar seres humanos e varios animais, enquanto os RVs das
espécies D, E, F e G (RVD, RVE, RVF e RVG), até agora s6 foram identificados em
animais, principalmente passaros (GRAFF, et al., 2007; RAHMAN et al., 2010).

No grupo A, varios sorotipos ja foram caracterizados utilizando anticorpos para
as proteinas externas do capsideo VP7 e VP4. Esse grupo inclui 14 sorotipos de VP7,
denominado tipo G (glicoproteina), e pelo menos 15 sorotipos de VP4, chamados de
tipo P (sensivel & protease) (ESTES; KAPIKIAN, 2007; PALOMBO; BISHOP, 2011).

Os genotipos de rotavirus frequentemente detectados, considerados usuais e que
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assumem importancia epidemiolégica universal, sdo representados pelos tipos
G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e GIPI[8], sendo que as amostras G1P[8] prevalecem
amplamente. Nao obstante, registra-se a emergéncia de outros tipos como G5, G8,
G10, G12, P[6] e P[9], principalmente nos paises em desenvolvimento (CASTELLO et
al., 2009; LI et al., 2008; LINHARES et al., 2011). Na figura 2 se pode verificar a

estrutura da particuma do Rotavirus.

Figura 2 - Representagcdo esquematica da estrutura da particula de Rotavirus.

*VP: proteina viral; NSP: proteina ndo-estrutural.
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Uma caracteristica chave na epidemiologia dos RVA é o seu padrao

marcadamente sazonal, entretanto, 0s mecanismos responsaveis por esse padrao de
sazonalidade ainda ndo estdo claros (e.g. umidade relativa, temperatura meédia,
densidade populacional) (MENDES et al., 2013). Em climas temperados, a infeccéo
por RVA ocorre nos meses mais frios e secos do ano (outono e inverno) e, em climas
tropicais, as taxas tendem a ser igualmente distribuidas ao longo do ano (MENDES et
al., 2013; BUHLER et al., 2014).

No Brasil, a sazonalidade do RVA é variavel, com aumento de incidéncia entre

0s meses de maio a setembro (periodo mais frio e seco) nos Estados das regides
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Central, Sul e Sudeste. Nas regies Norte e Nordeste do pais, a ocorréncia de RVA
se distribui de maneira uniforme durante o ano todo (COSTA et al., 2016).

O primeiro relato de casos de gastroenterite infantil aguda associado aos RVA
na América Latina foi descrito por Linhares et al. (1977) observando por microscopia
eletrdnica (ME) particulas semelhantes aos RV em fezes de criangcas com diarreia
aguda em Belém do Pard, Brasil. Desde entdo, diversos outros trabalhos tém sido
publicados demonstrando os casos de GA associados aos RV no pais (CARVALHO-
COSTA et al. 2011).

Nos humanos, a doenca diarreica grave pode ser efetivamente controlada
através da vacinacao universal contra o RVA (CARMO et al, 2011). Atualmente,
existem duas vacinas licenciadas e recomendadas pela OMS, as quais se mostraram
seguras e eficientes (CDC, 2015). A RotaTege (RV5) (Merck & Co. Inc., West Point,
Pennsylvania) € uma vacina oral atenuada pentavalente que contém cinco genotipos
virais humanos e bovinos, G1 a G4 + P[8], combinados através de rearranjos
(reassortants) (CDC, 2015; ROTA, 2016).

A Rotarixe (R1X4414) (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Bélgica) é uma
vacina oral atenuada monovalente composta pela cepa G1P1A[8], o qual representa
0 gendtipo humano mais comum de RVA (CDC, 2015). Em 2006, a vacina Rotarixe foi
incluida no PNI, prevenindo gastroenterite grave e induzindo uma reducao significativa
na frequéncia de deteccdo de RVA em criancas com gastroenterite (GURGEL et al.,
2008). A RotaTeqge também esta licenciada no Brasil e disponivel apenas nas redes

particulares de vacinagéo.

1.1.4 Norovirus

Os Nov constituem um dos virus mais comuns presentes em surtos de diarreia
e representam o terceiro agente etiologico de importancia clinica em casos
esporadicos em criancas menores de cinco anos de idade (MACCANNELL et al,
2011). Infectam individuos de todas as faixas etarias, mas a maior incidéncia da
doenca é entre criancas menores de cinco anos de idade e pessoas idosas,
representado um significante problema de saude publica no mundo inteiro. Em
criangas imunossuprimidas e portadores de cancer, tem sido relatado que os NoV séo

importantes patdgenos oportunistas (MACCANNELL et al, 2011).
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Os NoV apresentam distribuicdo mundial, com picos sazonais que variam de
acordo com o continente ou a regido estudada. Surtos e casos esporadicos podem
ocorrer durante todos os meses do ano. A prevalencia detectada nos casos
esporadicos de gastrenterites ndo tem diferenca entre os paises desenvolvidos e em
desenvolvimentos. O genogrupo mais frequentemente detectado mundialmente é o
Gll, e o grupo genético mais comum € o GlI-4 (AHMED et al., 2013; CHHABRA et al,
2014).

A principal via de transmisséo dos NoV e fecal oral pela ingestdo de agua ou
alimentos contaminados, sendo a transmissao por contato pessoa-pessoa, fomites ou
aerossois (ROBILOTTI et al., 2015). Pessoas infectadas podem eliminar os virus nas
fezes apOs o periodo sintomatico por mais de 20 dias originando uma fonte de
contaminacao para possiveis novos casos de gastroenterite. Por estas caracteristicas,
0s NoV causam surtos de gastroenterite principalmente em ambientes de uso coletivo
tais como hospitais, clinicas geriatricas, escolas, cruzeiros e restaurantes, afetando
individuos de todos os grupos etarios (FERREIRA et al, 2012; LOPMAN et al, 2016).

Os NoV séo resistentes e as particulas virais podem permanecer infecciosas
por duas semanas em superficies ambientais e até dois meses em agua. O periodo
de incubacédo do NoV é de 24 a 48 horas, com resolucao dos sintomas de 12 a 72
horas, podendo durar até 6 dias (ROBILOTTI et al., 2015).

A familia Caliciviridae e constituida por quatro géneros: Vesivirus, Lagovirus,
Sapovirus e Norovirus (KARST, 2010). O género Norovirus esta dividido em seis
genogrupos (G): GI, GlI, Glll, GIV, GV e GVI, baseados na sequéncia de aminoacidos
do capsideo. Um sétimo genogrupo NoV (GVII) foi proposto recentemente, mas sua
classificacdo ainda é mantida inicialmente em GVI. Somente os genogrupos Gl, Gll e
GIV podem infectar seres humanos, com o Gll sendo o mais prevalente (> 95% das
infeccdes por NoV) (VINJE, 2015; KRONEMAN, et al., 2013 WHITE, 2014).

A particula viral dos NOV é esférica com simetria icosaedrica de 27 nm de
didametro, com nuamero de triangulacdo (T) igual a trés, apresentando 32 depressdes
grandes na superficie do capsideo (GLASS et al., 2009). Os 90 capsdmeros estao
formados por dimeros da proteina capsidica VP1. Esta proteina VP1 tem dois
dominios principais: o dominio S, mais interno e o dominio P, mais externo, unidos
por uma “dobradica”. O dominio P esta subdividido em dois subdominios, o
subdominio interno P1 e o externo P2 (Figura 3) (PRASAD et al. 1999).
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Figura 3 - Estrutura do capsideo e da proteina capsidica VP1 dos
norovirus. a, b: representacdo da superficie e corte transversal da
particula viral (sem genoma) obtida pela criomicroscopia eletronica,
respectivamente. c, d: dimero e monémero da proteina capsidica VP1
dividida nos dominios S e P e subdominios P1 e P2, respectivamente.
e: estrutura linear da proteina VP1.

Fonte: Tan e Jiang, 2007 com adaptacdes.

O genoma dos NoV é composto de trés regibes abertas de leitura (ORF). A
ORF1 (aproximadamente 5kb) esté localizada nos dois tercos iniciais do genoma e
codifica uma poliproteina de aproximadamente 200 kDa, que € processada por
proteinas virais originando proteinas ndo estruturais, entre elas a replicase e a RNA
polimerase RNAdependente, essenciais na replicagdo viral (DONALDSON et al.,
2010). A ORF2 com 1,8 kb, codifica a principal proteina do capsideo viral, a proteina
viral 1 (VP1), que numa composicao de 180 mondémeros, forma o capsideo viral. A
VP1 é dividida em dois dominios, o dominio S ("shell") e o dominio P ("protruding"), o
qual é subdividido em dois subdominios P1 e P2, regides altamente variaveis e alvo
de anticorpos neutralizantes. A ORF3 com 0,6 kb, codifica a proteina "minor" do
capsideo viral com 22 kDa, a VP2 (Figura 4) (DONALDSON et al., 2010).
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Figura 4 - Representagcdo esquematica do genoma dos norovirus.
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Fonte: Hoa Tran et al., 2013.

1.1.5 Aguas Subterraneas

O acesso as aguas subterraneas tornam-se disponiveis ao uso humano
principalmente a partir da perfuragdo de poc¢os. Possuem elevado padrédo de
qualidade fisico-quimica e bacteriolégica, por serem naturalmente protegidas (mas
nao imunes) dos agentes de poluicdo e contaminac¢éo, o que dispensam, na maioria
dos casos, tratamento. A polui¢cdo/contaminacédo da agua subterranea podem estar
relacionadas com as atividades humanas e/ou por processos naturais (BRAGA et al.,
2018).

A agua pode ser obtida pelo uso de um aquifero confinado e/ou livre, sendo
que este ultimo apresenta caracteristicas mais vulneraveis a contaminagao, porém é
0 mais utilizado por pessoas que nao tém acesso a um sistema de abastecimento
publico, visto que possui baixo custo ao seu acesso (SILVA; ARAUJO, 2003; BRAGA
et al., 2018).
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Dentre as fontes de contaminagdo das &guas subterraneas podem ser a
deposicao de residuos soélidos no solo, esgotos, fossas e cemitérios (fontes potenciais
de contaminacdo da agua, principalmente por microrganismos). O lancamento de
esgotos diretamente sobre 0 solo ou na agua, os vazamentos em coletores de esgotos
e a utilizacdo de fossas construidas de forma inadequada constituem as principais
causas de contaminagéo da agua subterranea (SOUSA et al, 2016).

Essas formas comuns de poluicdo/contaminacao atraves de filtragem vertical
descendente polui um aquifero mais profundo pelas aguas de um aquifero livre
superior (que ocorre acima do primeiro). Os pocos mal construidos e/ou abandonados
sem critérios técnicos, com revestimento corroido/rachado, sem manutencdo e
abandonados sem o fechamento adequado (tamponamento), podem constituir vias
importantes de contaminacéo das aguas subterraneas (SOUSA et al, 2016).

Existem duas tipos de poc¢os abordada por Rodrigues (1977) - 0s rasos e 0s
profundos - sendo os rasos construidos com ferramentas manuais e os profundos com
maquinaria especial. O termo raso, apesar de ser empregado em muitos trabalhos
referindo-se a captacdo de aquiferos livres, muitas vezes pode-se tornar vago, pois
ndo se define até qual profundidade iremos considerar um po¢o como sendo raso
(CAPUCCI et al., 2001; VASCONCELOQS, 2017).

Segundo Vasconcelos (2014) os pogcos escavados sao caracterizados por
possuirem, geralmente, um diametro superior a 0,5 com profundidades bastante
variadas de um metro a dezenas de metros, dependendo diretamente da litificacdo da
formacao geolégica. Podem ser subdivididos em trés classes mais especificas:
cacimba, cacimbao e amazonas. Os pocos tubulares, como o préprio nome designa,
possuem um revestimento tubular, que geralmente pode ser de policloreto de vinila
(PVC), PVC geomecanico (SIMABUKURO, 2000) ou aco. Os diametros sdao
geralmente inferiores a 1 metro, podendo em alguns casos apresentar uma reducao
do didametro a medida que aumenta a profundidade da perfuracdo. Na figura 5 é

ilustrado a classificacao de pocos.
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Figura 5 - Fluxograma orientativo para reconhecimento e classificacdo da unidade de
captacao de agua subterranea.
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Fonte: Vasconcelos, 2017.

O Estado do Amapé esta inteiramente inserido na Regidao Hidrografica do
Amazonas e, portanto, possui mananciais com elevadas disponibilidades hidricas. O
préprio rio Amazonas atende a Regido Metropolitana de Macapa, sendo também
utilizado abastecimento complementar por pocos. Com rela¢éo aos recursos hidricos
subterrdneos, os principais sistemas aquiferos do Estado sdo o Alter do Chao e
Barreiras (ANA, 2010; GROTT, 2016).

O aquifero Barreiras que abrange a cidade de Macapa, de acordo com as
analises de secdes geologica-hidrogeoldgicas é possivel defini-lo como dos tipos raso
e livre a semiconfinado (CABRAL; LIMA, 2005). Quanto a potencialidade hidrica
subterranea da area, o contexto aquifero local € caracterizado pela ocorréncia de
sedimentos argilosos, intercalados por lentes a delgadas camadas siltico arenosas a
arenosas pouco espessos. Esta geometria das camadas permite inferir que os
aguiferos na regido séo do tipo livre (entre 06 e 14 m) e/ou sistemas aquiferos semi-
confinados situados entre profundidades de 30 a 70 m (CABRAL; LIMA, 2005).
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As &guas subterrdneas desses aquiferos sdo um recurso natural de
fundamental importancia para o desenvolvimento humano. Elas sdo fontes de
abastecimento diario para mais de 2 bilhdes de pessoas, em todo o planeta e séo
reservas essenciais por estarem disponiveis a qualguer momento, além de
proporcionarem baixo custo de armazenamento, constituir-se como fonte alternativa
as aguas superficiais, sujeitas a altera¢cdes mais frequentes na sua qualidade natural
(LOBLER; SILVERIO-SILVA, 2015). Essas aguas no Brasil, vem tendo a sua
explotacdo cada vez mais intensificando. As aguas tanto de pogcos como de fontes
vem sendo utilizada para diversos fins, como por exemplos: abastecimento humano,
irrigacédo, industria e lazer (ANA, 2011). Braga et al. (2014) ressaltam-se que a entrada
continua de contaminante nos recursos subterrdneos, podem ultrapassar a resiliéncia
do ecossistema, levando a perdas dramaticas e possivelmente irreversiveis, pois as
aguas subterraneas sao recursos de agua doce particularmente vulneravel: uma vez
contaminada, eles séo dificeis e caros para restaurar.

A importancia da utilizacdo das aguas desses aquiferos pela perfuracdo de
pocos é fundamental para a populacdo de Macapa, uma vez que o sistema de
abastecimento publico da cidade, ndo atende toda a populacdo e sendo este um
sistema fragil e suscetivel a contaminac¢éo, devido a grande quantidade de poluentes
existentes no seu percurso, colocando em risco a saude dos usuarios, pois ndo se
tinha estudos sobre a qualidade das aguas a nivel virolégico que estavam sendo

consumidas.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

o Detectar a presenca de virus entéricos, coliformes totais e Escherichia coli em
amostras de agua oriundas de pogos da cidade de Macapa-Ap através de

analise molecular.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar andlise colimétrica em amostras de agua de poco;

e Detectar presenca de Adenovirus, Rotavirus e Norovirus em amostras de agua de
poco por amplificagcdo genémica (PCR);

¢ Realizar a analise filogenética das amostras positivas para virus entérico;

e Correlacionar a prevaléncia de virus entéricos com a sazonalidade;

e Associar a relacdo entre os indicadores bacterioldégicos de qualidade da 4gua e a
ocorréncia de virus;

e Comparar o nivel de contaminacédo por virus entéricos entre as zonas e bairros da

cidade;
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1AREA DE ESTUDO

A cidade de Macapa-AP possui uma area de 6.407 km2 e 381.214 habitantes
na area urbana, ficando situada na latitude 00°02'18.84"N e longitude
51°03'59.10"0. Atualmente possui 60 bairros, mas apenas 34 deles sdo regularizados
legalmente. Foram considerados nesta pesquisa apenas 0s bairros oficializados
cadastrados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica IBGE, segundo dados
do censo demografico de 2010, e para efeitos de amostragem alguns bairros
contiguos foram condensados em 27 bairros.

De acordo com a metodologia de Levine et. al., (2000) para o calculo do
tamanho minimo da amostra utilizou-se a equac¢éao para populacéo finita n = [N. p. q.
(Za/2)?] / [p.q.(Za/2)? + (N-1) E2], adotando o nivel de confianca de 95% e margem de
erro de 5%, no qual resultou em 16 bairros. Assim foram plotados 16 pontos de coleta
em diferentes pocos utilizados para consumo humano (Figura 6).

A area de estudo foi dividida em quatro zonas e foram estabelecidos o tamanho
minimo da amostra por zona, utilizando o tipo de amostragem estratificada
proporcional entre as zonas da cidade, utilizando o software Bioestat 5.0 (AYRES et
al., 2007). Os pontos de agua contemplam as seguintes zonas e bairros: zona oeste-
norte (Marabaixo, Cabralzinho), zona leste-norte (Infraero, Renascer, Jardim
Felicidade, Brasil Novo), zona oeste-sul (Fazendinha, Universidade, Congés, Zeréo,
Alvorada), zona leste-sul (Central, Muca, Santa Rita, Pedrinhas, Buritizal). Cada ponto
de coleta, onde foram coletadas as amostras de 4gua de poco, recebeu um codigo

para facilitar a identificacdo das amostras (Quadro 1).

Quadro 1 - Pontos de coleta de agua na cidade de Macapa-AP, com seus respectivos
codigos de identificacao.

Pontos de coleta . Cod_lgo d? Pontos de coleta . Cod_|go d?
identificacao identificacao
Renascer PO1 Central P09
Jardim Felicidade P02 Universidade P10
Brasil Novo P03 Fazendinha P11
Infraero P04 Buritizal P12
Muca P05 Santa Rita P13
Alvorada P06 Marabaixo P14
Zerao PO7 Pedrinhas P15
Congos P08 Cabralzinho P16
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Figura 6 — Localizagcédo da cidade de Macapa, Amapa, Brasil e dos 16 pontos de
coleta utilizados no estudo.
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Fonte: Toste, 2013, com adaptacgdes.

3.2COLETA DAS AMOSTRAS DE AGUA

As amostras de agua foram coletadas mensalmente por 4 meses em 16 pontos
entre novembro de 2016 a mar¢o de 2017. A coleta de 4gua para analise de virus foi
realizada utilizando frascos de polipropileno esterilizados, com volume total de 2 L e
para a coleta de agua para analise dos indicadores bacteriologicos foram utilizados
frascos de 100 mL, e todos foram armazenados em caixa témica contendo gelo e
encaminhados para o Laboratério de Limnologia da Universidade Federal do Amapa
onde as amostras foram processadas (Figura 7).

Em cada ponto foram coletadas 4 amostras de agua de pocos diferentes (64
amostras por coleta), totalizando no final 256 amostras de agua coletada. Destas
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foram realizadas 1.024 analises (768 andlises virologicas: 256 andlises de adenovirus;
256 analises de Rotavirus e 256 andlises de norovirus. E 256 analises

bacteriologicas).

Figura 7 — Coleta das amostras de agua. Frascos utilizados na coleta de agua (A);
Coleta de 4gua para analise fisico-quimica na saida da bomba (B); Coleta de agua
depois da bomba (C); Coleta de agua antes da agua cair na caixa d’agua (D);
Concentracdo das amostras virais (E), Andlises fisico-quimica e microbiol6ogica das
amostras de agua (F) e Andlise viroldgica (G).

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3 ENSAIO BACTERIOLOGICO

Para a analise dos parametros bacteriol6gicos: coliformes totais e E. coli
seguiu-se a metodologia propria do Kit Basico de Potabilidade da Agua Alfakit®
(codigo 2693). Todas as analises foram realizadas no mesmo dia da coleta, em
triplicatas, a partir, de uma Unica coleta.

A analise foi realizada a partir de cartelas prontas com o meio de cultura em
forma de gel desidratado que é capaz de detectar e quantificar a presenca de
coliformes totais e E. coli (Meio cromogénio em DIP SLIDE em papel —Colipaper —

concentracdo minima detectavel 80 UFC/100 mL).
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Para a leitura do resultado nas cartelas foi utilizado o contador de col6nias, o0s
pontos vermelhos, azuis e violeta, na cartela, representavam coliformes totais e
pontos azuis e violetas, na cartela, representavam E. coli. Para expressar o valor de
UFC (Unidade Formadora de Colbénia) multiplicou-se o fator de correlacdo (80) pelo

valor encontrado em cada cartela.

3.4 PROTOCOLO DE DETECCAO VIRAL

As andlises de virus entéricos em amostras de agua sédo baseadas em duas
etapas: Concentracdo e Deteccdo viral. A figura 8 demonstra, de maneira

esquematica, todos os procedimentos laboratoriais realizados.

Figura 8 - Fluxograma de todos os procedimentos laboratoriais
empregados na analise.
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3.5 CONCENTRACAO VIRAL

A concentracdo de possiveis particulas virais presentes nas amostras foi
realizada pelo método de adsorcao-eluicdo adaptado de Katayama et al. (2002). As
amostras foram filtradas utilizando um sistema constituido por uma bomba de vacuo,
um recipiente de pressao e um suporte de membranas.

Foi adicionado a amostra 1.200 mg de cloreto de magnésio (MgClz, Vetec,
Brasil), ajustando o pH para 5,0 com a adicdo de acido cloridrico 6 N (HCI, Merck,
Brasil). Em seguida, a mesma foi filtrada em membrana HA (47 mm de diametro,
malha de 0,45 um, Millipore®, Brasil) acoplada ao suporte do sistema de filtracdo. A
membrana foi rinsada com 300 mL de acido sulftrico 0.5 mM, pH 3 (H2SOa4, Merck,
Brasil). Os virus foram eluidos em 15 mL de hidroxido de sodio 1 mM, pH 10,5 (NaOH,
Vetec, Brasil) por agitagdo em placa de Petri durante 10 minutos. O eluato foi
neutralizado pela adigdo de 50 pL de H2SO4 50 mM e 50 pL de tampéao Tris-EDTA
(TE) 100X (10uM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0) e transferido para um concentrador de
amostras liquidas Amicon Ultra-15 (Millipore, Brasil). Em seguida, foi realizada
centrifugacéo a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C, resultando em um volume final de 2
mL, o qual foi estocado a -20°C para posterior extracdo do material genético.

3.5.1 Extracdo do DNA e RNA viral

Para obtencdo do DNA e RNA viral utilizou-se o Kit “QIAmp® Viral RNA Mini
Kit” (Qiagen, Valencia, Espanha) conforme instrugdes do fabricante, cujo fundamento
baseia-se nas propriedades seletivas de ligacdo do RNA a membrana de silica-gel
combinadas a centrifugacdo em alta velocidade. Em um microtubo de 1,5 mL
contendo substancia carreadora de RNA, adicionou-se 565,6 uL de tampéo de lise
(AVL) e 140 pL da amostra concentrada, sendo homogeneizada por 15 segundos por
agitacdo em vortex e incubada a temperatura ambiente (15-25 °C) por 10 minutos,
tempo suficiente para a completa lise das particulas virais. ApOs periodo de
incubacéo, 560 L de etanol (96 — 100%) gelado foi adicionado a mistura agitando por
15 segundos. Em dois passos, a solugao mistura foi transferida para o tubo contendo
uma coluna com membrana de silica-gel em seu interior: 630 pL transferido a coluna

e centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente, o tubo coletor
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contendo o filtrado foi descartado. Apds as centrifugacées, 500 pL de tampéo de
precipitacdo Buffer AW1 foi cuidadosamente adicionado a coluna e entéo centrifugado
a 8.000 rpm por 1 minuto. A coluna foi transferida para novo tubo coletor, sendo o
anterior contendo o filtrado descartado. Um volume de 500 uL de tampéao de lavagem
Buffer AW2 foi adicionado a coluna e centrifugado a 8.000 rpm por 3 minutos, o filtrado
descartado, e uma nova centrifugagao a 14.000 rpm por 3 minuto foi realizada para
eliminar possiveis tracos do tampdo AW2, uma vez que pequenas concentracdes
desse reagente podem interferir na amplificacdo do RNA. A coluna foi transferida para
um microtubo de 1,5 mL estéril, devidamente identificado, sendo em seguida
adicionado 60 pL de tampao de eluicdo Buffer AVE. As amostras foram incubadas
durante 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugadas a 8.000 rpm durante 1
minuto para recuperacdo de RNA aderido a membrana de silica-gel. O DNA e RNA

extraidos foram armazenados em freezer a -20 °C.

3.5.2 Sintese do DNA complementar (cDNA)

Para a obtencdo do DNA complementar (cDNA), o RNA viral foi submetido a
reacdo de transcricdo reversa (RT) utilizando um iniciador randémico pd(N)6
(Invitrogen). A reacdo de RT foi realizada a partir de 6 pL de RNA juntamente com 1
uL de dimetil sulféxido (DMSO) e foi desnaturado em termociclador DynaCyclers DCL
(Dynalon) a 97°C por 7 minutos, seguido de choque térmico em banho de gelo durante
2 minutos. A seguir, adicionou-se ao RNA desnaturado 18 pL da mistura de reagentes
(Quadro 2), a qual foi inserida em termociclador por 1 hora a 42°C e 10 minutos a

95°C, para a realizacéo da reacao de transcricao reversa (RT).

Quadro 2 — Reagentes, volumes e concentracdes da reacdo de transcriptase reversa

Reagentes Volume (1 reacgéo)

H2O ultra pura livre de DNAse e RNAse 10,75 pL
dNTP’s 1,0 uL
10x Buffer 2,5puL
MgCl, 50m 1,25 uL
Primer Randbmico 1,0 uL
Transcriptase reversa RT 0,5 pL

Total 20 pL
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3.6 DETECCAO DE NOROVIRUS

A deteccao de NoV foi realizada tanto pela PCR convencional quanto pela PCR

em tempo real.

3.6.1 Reacdo em cadeia pela polimerase para detecgdo molecular de norovirus.

Para a deteccdo e amplificacdo do NoV foi utilizado protocolo adequado para
NoV Gll, utilizando os iniciadores Mon 431/432 (ANDERSON et al.,, 2001;
FANKHAUSER et al., 2002) e G2SKR (KOJIMA et al., 2002) na primeira etapa (PCR).

Inicialmente foi preparada uma mistura de reagentes (Quadro 3).

Quadro 3 — Reagentes utilizados na PCR para deteccao de norovirus.

Reagentes Concentragao na Volume na reagao

reacao (uL)

H20 - 14 pL

dNTPs 3,2 mM 2 uL

10X Buffer 1X 2,5 uL

MgCl2 0,6 mM 0,3 pL

Primers Mon 431/432/G2SKR* 0,72 pmol 0,9 uL

Tag DNA Polimerase 0,06 U 0,3 uL

*Amplicons: 550pb (Mon 431/432/G2SKR)

Em um tubo plastico tipo Eppendorf® de 200uL foram adicionados 20uL de
mistura de reagentes e 5uL de cDNA de cada amostra. Os tubos foram colocados em
termocicladores programados para a etapa de desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos,
40 ciclos de amplificacdo de 94 °C por 30 segundos, anelamento a 53,6 °C por 30
segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto. A ultima etapa foi a de alongamento da
fita de DNA, a 72 °C por 7 minutos.

Na segunda etapa, foi utilizado o par COG2F/G2SKR (semi nested) para
deteccdo especifica de NOV Gl (KAGEYAMA et al., 2003). Para a semi nested, 2,0
ML do produto da reagao de PCR foi adicionado a 23 uL da mistura de reagao (Quadro
4).
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Quadro 4 — Concentracdes e volumes dos reagentes utilizados na segunda etapa
da reacdo de semi nested para deteccado de norovirus genogrupo GlI.

Reagentes Concentracao nareacao | Volume nareacao (uL)
H20 - 16,6 uL
dNTPs 3,2 mM 2 uL
10X Buffer 1X 2,5 UL
MgCl2 2,0 mM 1,0 uL
Primers COG2F/G2SKR* 0,48 pmol 0,6 uL
Tag DNA Polimerase 0,06 U 0,3 pL

*Amplicons: 390pb (COG2F/G2SKR)

A amplificacdo da semi nested consistiu em desnaturacao inicial a 94°C por 3
minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagéao a 94°C por 30 segundos, anelamento
a 55°C por 30 segundos e, extensdo a 72°C por 1 minuto, acrescido de um ciclo de
extensao final a 72°C por 7 minutos.

Ao final das reacdes 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-documentacéo para gel (Gel-Doc
da Vilber Lourmat). Amostras positivas para NoV Gll apresentaram fragmentos com
tamanho de 390 pb. As sequéncias de todos os iniciadores utilizados nesse método

estdo detalhadas no quadro 5.

Quadro 5 - Iniciadores utilizados na detec¢do de norovirus genogrupo Gll (regiao

arcial do capsideo) em amostras de agua PCR e semi nested.
Primer Sequéncia 5’-3’ Referéncia

Mon 431 TGGACIAGRGGICCYAAYCA Anderson et al., 2001
Fankhauser et al., 2002

Mon 432 TGGACICGYGGICCYAAYCA Anderson et al., 2001
Fankhauser et al., 2002

G2SKR CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT Kojima et al., 2002

COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG Kageyama et al., 2003

R: A/G; B: C/GIT; Y: C/T; N: AIC/GIT
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3.6.2 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),
0S quais sdo genogrupos especificos. O par de iniciadores COG2-F/COG2-R
juntamente com a sonda G2 foram utilizados para detectar o genogrupo Il de NoV. A
sonda G2 é marcada com os fluoréforos VIC e FAM, respectivamente. Todas as
amostras foram testadas em duplicatas. As concentracdes e o0s volumes dos

reagentes utilizados para a reacao estéo apresentados no Quadro 6.

Quadro 6 — Concentracbes e volumes dos reagentes utilizados na reacdo de
TagMan® PCR em tempo real para deteccdo do genogrupo Il de norovirus.
5,0 uL (Templare RNA) + 15 uL Mix = 20,0 yL reacdao

Reagente Concentracdo | Volume (uL)

H20 ultra pura livre de DNAse e RNAse ) 0.9
(Gibco) '

— | TagMan Universal PCR Master Mix ox 125
O | (Applied Biosystems) ’
% Iniciador COG2-F (senso) 400 uM 0,3
< | Iniciador COG2-R (anti-senso) 400 uM 0,3
Sonda G2 (senso) 200 pM 0,3

Taq RT-enzyme 0,7

Total - 15,0

A reacéo foi realizada no equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) nas seguintes condi¢cdes apresentadas no quadro 7. As sequéncias de

todos os iniciadores e sondas utilizados na reacao estdo detalhadas no quadro 8.

Quadro 7 — Condicdes para reacao por TagMan® PCR em tempo real.

Kit: TagMan RNA-to-Ct 1-Step (Applied Biosystems)
Ciclagem
Transcriptase reversa RT 48°C — 15 min.
Atividade da Enzima 95° - 10 min.
Desnaturacio 95°C -15 seg‘L
Anelamento e Extenséo 60° -1 min J 40x
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Quadro 8 - Iniciadores e sondas utilizados na deteccao de norovirus em amostras de
agua e esgoto por TagMan® PCR em tempo real.

Primer/Sonda* Sequéncia 5’-3’ Tamanho (pb)
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: AIC/GIT

3.7 DETECGAO DE ROTAVIRUS
3.7.1 Reacdo em cadeia pela polimerase para deteccao molecular de Rotavirus

Para a amplificacdo de fragmento especifico para rotavirus (RV), um volume
de 5,0uL de cDNA foi utilizado com mistura de reacdo (Quadro 9). A reacado ocorreu
a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C por 20 segundos, 60°C por 20
segundos e 72°C por 30 segundos, e extensao final de 72°C por 7 minutos. 1,0
microlitro do produto da PCR foi utilizado em reacéo de nested-PCR (Quadro 10). A
reacao ocorreu a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos e 72°C por 1 minuto, seguido por extenséo final de 72°C por 5 minutos.
Ambas as reacfes ocorreram na termocicladora DynaCyclers DCL (Dynalon). Os
iniciadores utilizados (Quadro 11) nas reacdes de PCR (VP6-F e VP6-R) e nested-
PCR (VP6NR e VP6NF), encontrados em regido conservada do gene VP6 para

rotavirus do grupo A, foram previamente descritos por Iturriza-Gomara et al. (2002).

Quadro 9 - Concentracdes e volumes dos reagentes utilizados na PCR para deteccao
de rotavirus.

Reagentes Concentrago Volume na Reacéo
. (20 pL)
Agua ultrapura - 9,0 uL
DNTP 3,2mM 2,0 yL
TampaolOX 1X 2,5uL
MgCl2 2,0mM 2,0 yL
VP6-F 0,8pMol/pL 2,0 yL
VP6-R 0,8pMol/uL 2,0 yL
Taq polimerase 0,06U/uL 0,5 L
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Quadro 10 — Concentracdes e volumes dos reagentes utilizados na segunda etapa
da reacdo de nested para deteccdo de rotavirus.

Reagentes Concentracgao Volume na Reagéo
, (24 L)
Agua ultrapura - 13,0 yL
DNTP 3,2mM 2,0 uL
Tampaol0X 1X 2,5uL
MgCl2 2,0mM 2,0 yL
VP6-NR 0,8pMol/uL 2,0 uL
VP6-NF 0,8pMol/uL 2,0 uL
Taqg polimerase 0,06U/uL 0,5uL

Quadro 11 — Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores em cada reacao de PCR
ara deteccao de rotavirus.

PCR | Primers Sequéncia* (5’9 3) Amplicon | ~ o o

(pb)
VP6-F | GACGGVGCRACTACATGGT
12PCR 1356
VP6-R | GTCCAATTCATNCCTGGTGG

VP6-NR | GCW AGA AATTTT GAT ACA
nPCR 155
VP6-NF | GATTCACAAACTGCAGA

RVA

VP6

*Caodigo universal de nucleotideos degenerados (W=A ou T). RVA=rotavirus grupo A;

Para a visualizagdo dos amplicons, 10 yL dos produtos da Nested PCR foram
corados com Blue/Orange Loading Dye 6X (Promega®) e aplicados, juntamente com
um marcador de peso molecular - DNA Ladder (Invitrogen®) de 123 pb, em gel de
agarose a 1,5%- UltraPure™ Agarose (Invitrogen®) e corados com SYBR Safe® DNA
gel stain (Invitrogen®). Foi realizada eletroforese horizontal durante 1 hora (100 volts)
em tampéo TBE 1X e os fragmentos amplificados foram visualizados utilizando-se o
aparelho de foto-documentacdo Gel Doc 1000 (Vilber Lourmat, France) em sistema
de captura de imagem “Biocapt”. Amostras que apresentaram bandas com 155 pb
foram consideradas positivas. ApOs a eletroforese, as bandas de interesse foram

comparadas com o peso molecular.
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3.8 DETECCAO DE ADENOVIRUS

3.8.1 Reacdo em cadeia pela polimerase para deteccdo molecular de
Adenovirus

Para a deteccao de HAdV (A-F) foi utilizado o par de iniciadores
(Hexldeg/Hex2deg) descrito por Allard et al. (2001) (Quadro 12). Foram utilizados 5
ML do DNA extraido e o volume final de cada reagao de PCR foi de 25uL, sendo que
0S reagentes e suas respectivas concentragfes estdo apresentadas no quadro 13. Em
seguida foram adicionados 20 pL da mistura de reagéo de PCR.

Para determinacdo do gene hexon, a amplificacdo foi realizada em
termociclador automatico da marca DynaCyclers DCL (Dynalon) em um ciclo de 94°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos

e 72°C por 1 minuto, finalizando com um ciclo de extens&o de 72°C por 5 minutos.

Quadro 12 - Iniciadores utilizados para a deteccdo do gene hexon de adenovirus
humanos por PCR e Nested-PCR em amostras de 4gua de poco.

INICIADOR SEQUENCIA GENE ALVO | AMPLICON
(pb)
Hexldeg 5-GCC SCA RTG GKC WTA CAT GCA CAT C-3
301 pb
Hex2deg 5-CAG CAC SCC ICG RAT GTC AAA-3
Hexon
Nehex3deg | 5-GCC CGY GCM ACI GAIACS TAC TTC-3
171 pb

Nehex4deg | 5-CCY ACR GCC AGI GTR WAICGM RCY TTG TA-3’

Quadro 13- Reagentes e suas respectivas concentracfes utilizadas para a
amplificacdo por PCR do gene hexon de adenovirus em amostras de agua de poco.

Reagentes Concentrac&o Volume na Reagé&o
] (20 pL)
Agua ultrapura - 12,2 uL
DNTP 3,2mM 2,0 uL
Tampaol0X 1X 2,5uL
MgCl2 2,0mM 1,0 uL
Hex1ldeg 0,8pMol/uL 1,0 uL
Hex2deg 0,8pMol/uL 1,0 uL
Tag DNA polimerase 0,06U/uL 0,3 uL

*Amplicon PCR: 301pb (Hex1deg/ Hex2deg)
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A nested-PCR foi utilizada como tentativa de otimizar o produto gerado pela
PCR para a realizagcdo de uma maior amplificacdo do DNA gendmico, haja vista a
dificuldade que é amplificar um maior nimero de copias para a obtencdo de
sequéncias com qualidade para analise. Foram utilizados os pares de iniciadores
(Nehex3deg/Nehex4deg) descritos por Allard et al. (2001) (Quadro 14). O volume final
de cada reacédo de NESTED foi de 25uL, sendo que os reagentes e suas respectivas
concentracfes estdo apresentadas no Quadro 14. Para a segunda reacao, 1,0 yL da
12 PCR foi adicionado a 24 uL mistura de reagado. As reag¢des de amplificagao foram
realizadas em termociclador em um ciclo de 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, finalizando

com um ciclo de extensao de 72°C por cinco minutos (ALLARD et al., 2001).

Quadro 14 - Reagentes e suas respectivas concentracdes utilizadas para a
amplificac@o por Nested-PCR do gene hexon de adenovirus em amostras de agua.

Reagentes Concentracgao Volume na Reagéao
i (24 pL)
Agua ultrapura - 16,2 uL
DNTP 3,2mM 2,0 uL
TampaolOX 1X 2,5 L
MgCl2 2,0mM 1,0 yL
Nehex3deg 0,8pMol/uL 1,0 yL
Nehex4deg 0,8pMol/uL 1,0 uL
Tag DNA polimerase 0,06U/uL 0,3 uL

*Amplicon PCR: 171 pb (Nehex3deg/Nehex4deq)

3.9 CONTROLE DE QUALIDADE

Em todas as etapas foram utilizados controles de qualidade para avaliar a
eficacia da triagem viral tanto dos métodos de concentracdo quanto da PCR. Foram
utilizados dois: controles negativos (agua livre de DNAse e RNAse estéril) e um
controle positivo.

Os controles positivos foram obtidos a partir da suspenséo de fezes contendo

cada um dos virus pesquisados (isoladamente) de criangcas com diarreia, participantes
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de outros estudos e cedidas do banco de amostras do Instituto Evandro Chagas,
Secao Virologia em Ananindeua/PA.

Para realizacdo do controle positivo, na etapa de concentracao inicial, foram
inoculadas nas amostras de agua, cerca de 500uL de suspenséo de fezes a 10%, em
tampdo Tris/HCI-CaCl (0,01M, 0,0015M) pH=7.2, para cada um dos virus
pesquisados, a fim de garantir que a metodologia utilizada fosse capaz de identificar
resultados positivos. ApoOs inoculacdo, o procedimento seguiu as mesmas etapas

realizadas para as amostras ambientais.

3.10 PURIFICACAO DO PRODUTO DA PCR

Os produtos obtidos pela nested-PCR foram purificados, objetivando o posterior
sequenciamento de nucleotideos. Utilizou-se o kit disponivel comercialmente
denominado QIAQuick® PCR purification (QIAGEN®), dependendo da presenc¢a ou ndo
de produtos inespecificos durante as reacfes, seguindo as recomendacfes do
fabricante. Em um primeiro momento, adicionou-se 5 vezes o volume do tampéo PB
para cada volume de nested-PCR usado. Apés homogeneizacdo, a mistura foi
transferida para a coluna acoplada ao tubo coletor de 2 mL, a qual foi centrifugada
(10.000 Xg) por um minuto. O sobrenadante foi descartado e a coluna novamente
acoplada ao tubo.

Adicionaram-se 750 pyL do tampao PE diluido a coluna e este produto foi
centrifugado por um minuto para lavagem. Em seguida, o sobrenadante foi descartado
novamente para remoc¢ao dos residuos de reagentes e a coluna centrifugada por 60
segundos sem adicdo de qualquer outro reagente. Posteriormente, a coluna foi
transferida a um tubo coletor e o DNA eluido em 50 yL do Tampéao EB (10mM Tris-Cl,
pH 8,5). O material foi incubado a Temperatura Ambiente por um minuto e, logo apés,
centrifugado por um minuto para coleta e armazenamento do produto final a -20°C

para ser quantificado e usado na reacao de sequenciamento.



46

3.11 QUANTIFICACAO DO DNA

A gquantificacdo do DNA para a determinagcdo da concentragdo do mesmo foi
realizada segundo o protocolo descrito pelo fabricante com o uso do marcador de peso
molecular “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen). O DNA purificado foi aplicado em gel
de agarose a 1,5% corado com “Sybr Safe®” em TBE a 1X, sendo aplicado também
em outro orificio o peso molecular (Low Mass Ladder). Apés eletroforese horizontal,
as bandas de interesse no gel foram comparadas com o peso molecular, segundo a
intensidade da banda, e a concentracdo do DNA foi expressa em nanogramas (ng), a

qual serviu de parametro para a reacao de sequenciamento.

3.12 REACAO DE SEQUENCIAMENTO DE NUCLEOTIDEOS

Foram utilizados os “iniciadores” hex1deg (5'-GCC SCA RTG GKC WTA CAT
GCA CAT C-3') e hex2deg (5'-CAG CAC SCC ICG RAT GTC AAA-3"), descritos por
Allard et al. (2001) para identificar as espécies e respectivos sorotipos de HAdV.

A reacéo de sequenciamento foi conduzida segundo o protocolo descrito pelo
fabricante do kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems®), utilizando-se a mistura da
reacao conforme se observa no quadro 15. A mistura foi colocada no temociclador
nas seguintes condicfes: 25 ciclos de 96°C por 30 segundos (desnaturacao), 50°C

por 15 segundos (hibridizagéo) e 60°C por 3 minutos (extensao).

Quadro 15 - Reagentes e volumes utilizados na reacdo de sequenciamento
nucleotidico das cepas de adenovirus detectados em amostras de agua de poco na
cidade de Macapa-Ap.

Reagentes 1X/uL
Iniciador 2
Tampéo 2
Big Dye Terminator 2
DNA Depende da concentragcdo (maximo 4pL)
H20 Depende da quantidade de DNA (maximo 3pL)
Total 10




47

3.13 PURIFICACAO DO PRODUTO DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO

O produto dessa reacdo foi purificado por precipitacdo com 40uL de isopropanol
a 65%, com a finalidade de retirar o excesso de terminadores ndo incorporados na
reacdo de sequenciamento. Apos a precipitacdo, o produto foi centrifugado a 14.000
rpm por 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento seco em aparelho
Speedvac (Eppendorf) a 60°C por 15 minutos. A seguir, 0os produtos foram

armazenados a -20°C, protegidos da luz para posterior eletroforese.

3.14 ELETROFORESE EM SEQUENCIADOR AUTOMATICO

As amostras foram ressuspensas em 10 pL de formamida, transferidas para
uma placa de 96 orificios e desnaturadas a 96°C por 5 minutos em termociclador e
colocadas em banho de gelo a 0°C por 3 minutos. Em seguida, a placa foi colocada
no sequenciador automatico ABlI PRISM 3130 xI (Applied Biosystems), para a
realizacdo da eletroforese e obtencdo das sequéncias.

3.15 ALINHAMENTO E EDICAO DAS SEQUENCIAS PARA CONSTRUCAO DA
ARVORE FILOGENETICA

Apos o término da eletroforese, foram obtidas as sequéncias dos genes, o0s
quais foram alinhados e editados no programa Bioedit (v. 6.05), obtendo-se uma
sequéncia consenso para cada amostra. As sequéncias editadas dos virus foram
sujeitas a uma pesquisa no programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
disponivel no site do NCBI (National Center for Biotechnology Information;
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para comparar as sequéncias de adenovirus.
As sequéncias em estudo foram comparadas com sequéncias inseridas na base de
dados do NCBI, de modo a identificar as que apresentavam maior homologia. Através
da percentagem de similaridade, foi possivel determinar o gendétipo provavel das
sequéncias dos virus, e identificar as sequéncias de referéncia a utilizar na construcéo

de arvores filogenéticas, designadamente as que apresentam maior identidade.
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As arvores filogenéticas foram construidas, a partir das sequéncias alinhadas
obtidas, em programa Mega 5.0 (Anélise Weighbor-joining) com boodstrap de 1.000

réplicas.

3.16 ANALISE DOS DADOS

Para o armazenamento de dados, elaboracdo de planilhas e graficos foi
utilizado aplicativo da Microsoft Office Excell 2016®. Desta matriz foi realizada a
estatistica descritiva dos resultados das analises da agua com auxilio do software
Bioestat 5.3 (AYRES, 2007).

Para verificar possiveis relacdes entre a presenca de virus entéricos e E. coli
nas amostras de agua foi realizado uma anélise de Regressao Logistica Simples.

No modelo logistico, utilizou-se os valores de uma série de variaveis
independentes para predizer a ocorréncia de uma variavel dependente, neste caso, a
presenca de virus na agua. A medida de associacdo calculada a partir do modelo

logistico é o Odds Ratio.
A equacdo geral da regresséo logistica é:
Logit (Pi(y) )= Bo + B1 X1+ B2 X2+ 83 X3....+ Bq Xq
Neste caso, a equacao foi: Logit (Y: Enterovirus)= o + 1 x1(coliformes)
» Neste caso utilizou-se as seguintes variaveis binéarias (x1) e (Y):
» Variavel Y: presenca de virus entéricos (presente = 1; ausente = 0);

» Variavel X: presenca de coliformes (presente = 1; ausente = 0).

A fungéo logistica também calcula a probabilidade do efeito ou a probabilidade

de chances de ocorrer. Esta funcdo é calculada pela formula.

|
P(X)= 1+ g @18:X)
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DE COLIFORMES TOTAIS E ESCHERICHIA COLI

Durante o periodo de amostragem 72,66% (186/256) das amostras foram
positivas para Coliformes totais e 37,5% (96) para E. coli. Levando em consideracao
o padréo de sazonalidade pluviométrico caracteristico da Amazoénia, os Coliformes
totais e E. coli tiveram uma maior frequéncia de detecc¢éo no periodo mais chuvoso
(inverno amazoénico), com um percentual de positividade de 85,16% (109) de
Coliformes totais e 46,88% (60) de E. coli (0 a 7921 UFC/100mL para Coliformes totais
e de 0 a 543 UFC/100mL para E. coli), enquanto que no periodo menos chuvoso
(inverno amazénico) alcancou um percentual de 60,16% (77) de Coliformes totais e
28,13% (36) de E. coli, (0 a 19232 UFC/100mL e de 0 a 955 UFC/100mL
respectivamente) (Tabela 1). Os pontos de amostragem de &gua apresentaram
valores acima do limite estabelecido pelo Ministério da Salde n°2914/11 para aguas
de consumo humano em todos os meses de coleta, com exce¢do 0s bairros do

Marabaixo e Cabralzinho.

Tabela 1 - Resultados da qualidade bacteriolégica da &agua das amostras
provenientes dos dezesseis pontos de amostragem.
VERAO* INVERNO**
Coliformes Totais E.coli Coliformes Totais E. coli

Marabaixo ND ND ND ND
Cabralzinho ND ND ND ND
Infraero 240 80 540 132
Renascer 160 ND 639 ND
Jardim Felicidade 1462 321 2743 753
Brasil Novo ND ND 644 165
Fazendinha 352 ND 754 333
Universidade 123 ND 836 ND
Congos 832 ND 1732 ND
Zerao 243 ND 532 ND
Alvorada ND ND 410 200
Central 321 121 2122 533
Muca ND ND 345 ND
Santa Rita 321 155 1622 643
Pedrinhas 7921 543 19232 955
Buritizal 231 ND 831 ND

*Novembro/Dezembro; **Fevereiro/Margco. ND: N&o Detectado.
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Nota-se um aumento de pontos positivos contaminados por coliformes totais e
E. coli no periodo mais chuvoso (inverno amazonico). No verdo 68,75% (11 bairros)
foram positivos sé para Coliformes totais e 31,25% (5) positivos sé para E. coli. No
inverno houve um aumento na quantidade de bairros positivos com 87,5% (14) para
Coliformes totais e 50% (8) para E. coli. Em relacdo aos contaminantes Coliformes
totais e E. coli presentes ao mesmo tempo no mesmo bairro houve também uma
diferenca nos dois periodos e que, ndo ha obrigatoriedade na correspondéncia de

ambos contaminantes na mesma amostra (Figura 9).

Figura 9 — Gréfico da presenca de contaminantes, Coliformes totais e E. coli,
na agua de pocos.
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4.2 DETECCAO DE VIRUS ENTERICOS NA AGUA

Das 256 amostras de aguas testadas quanto a presenca do Adenovirus, no
periodo de novembro de 2016 a marco de 2017, 59.38% (152) mostraram-se positivas
(Tabelas 2 e 3).

A maior frequéncia de AdV foi detectada na zona leste-sul e na zona leste-
norte, onde os percentuais de positividade alcancaram 90 e 62.5%, respectivamente.
Com relagdo aos pontos de maior positividade estdo os bairros Jardim Felicidade,
Brasil Novo, Universidade, Zerdo, Centro, Santa Rita, Pedrinhas e Buritizal.

Em relacdo a presenca de Norovirus Gll e Rotavirus, ndo foram detectadas
amostras positivas durante o periodo de coleta deste estudo.
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Tabela 2 — Presenca de Adenovirus, em amostras de agua de poco dos bairros de
Macapa-ap, no periodo de novembro de 2016 a marco de 2017.

Local de coleta Positivas/Testadas Positividade (%)
Zona Oeste-Norte 0/32 0
Marabaixo 0/16 -
Cabralzinho 0/16 -
Zona Leste-Norte 40/64 62.50%
Infraero 0/16 0.00%
Renascer 8/16 12.50%
Jardim Felicidade 16/16 25.00%
Brasil Novo 16/16 25.00%
Zona Oeste-Sul 40/80 50.00%
Fazendinha 0/16 0.00%
Universidade 16/16 20.00%
Congos 8/16 10.00%
Zerao 16/16 20.00%
Alvorada 0/16 0.00%
Zona Leste-Sul 72/80 90.00%
Central 16/16 20.00%
Muca 8/16 10.00%
Santa Rita 16/16 20.00%
Pedrinhas 16/16 20.00%
Buritizal 16/16 20.00%
Total 152/256 59.38%

Tabela 3 — Presenca de Andenovirus em amostras de agua de poco nos dezesseis
pontos de amostragem da cidade de Macapa-AP, no periodo de novembro de 2016 a
marco de 2017.

Sitios de amostragem nov/16 dez/16 fev/17 mar/17
Marabaixo ND ND ND ND
Cabralzinho ND ND ND ND
Infraero ND ND ND ND
Renascer ND ND + +
Jardim Felicidade + + + +
Brasil Novo + + + +
Fazendinha ND ND ND ND
Universidade + + + +
Congos ND ND + +
Zerao + + + +
Alvorada ND ND ND ND
Central + + + +
Muca ND ND + +
Santa Rita + + + +
Pedrinhas + + + +
Buritizal + + + +

ND — Né&o Detectado; * - Amostra positiva
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Considerando o padrdo de sazonalidade pluviométrico caracteristico da
Amazonia, os AdV foram detectados com maior frequéncia no periodo mais chuvoso
(inverno amazo6nico), com um percentual de positividade de 68.75%, enquanto que no
periodo menos chuvoso (verdo amazonico) este estudo identificou um total de 50%

de amostras positivas para AdV (Tabela 4).

Tabela 4 — Frequéncia de deteccédo de Adenovirus no periodo de menor
(verdo) e maior (inverno) precipitacdo pluviométrica.

VERAO* INVERNO**

Marabaixo 0 0
Cabralzinho 0 0
Infraero 0 0
Renascer 0 8
Jardim Felicidade 8 8
Brasil Novo 8 8
Fazendinha 0 0
Universidade 8 8
Congos 0 8
Zerao 8 8
Alvorada 0 0
Central 8 8
Muca 0 8
Santa Rita 8 8
Pedrinhas 8 8
Buritizal 8 8

Total 64/128 88/128

Porcentagem 50% 68.75%

*Novembro/Dezembro; **Fevereiro/Margo

4.3 RELACAO ENTRE O AdV E OS PARAMETROS BACTERIOLOGICOS

A Tabela 5 mostra os valores médios de coliformes totais e E. coli e a
correspondente taxa de deteccdo do AdV em cada ponto (bairro) analisado. Entre os
bairros, os menores indices bacteriologicos foram observados no Marabaixo e
Cabralzinho, os quais obtiveram também os menores percentuais para deteccdo de
AdV. Os maiores indices bacterioldégicos foram identificados nos bairros Jardim
Felicidade, Brasil Novo, Universidade, Zerdo, Pedrinhas, Santa Rita e Buritizal, os

quais tiveram também maior contaminacao viral dentre as amostras analisadas.
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Tabela 5 — Valores médios de coliformes totais e E. coli e percentual de positividade
para o AdV nos dezesseis pontos de amostragem na cidade de Macapa-AP.

CONTAMINACAO

Pontos de Bacterioldgica AdV
Amostragem , ) . e
Coliformes totais E. coli Positividade

(UFC/100 mL) (UFC /100 mL) (%)

Marabaixo ND ND ND

Cabralzinho ND ND ND

Infraero 390 106 ND
Renascer 400 ND 3.13%
Jardim Felicidade 2103 537 6.25%
Brasil Novo 322 83 6.25%

Fazendinha 553 167 ND
Universidade 480 ND 6.25%
Congos 1282 ND 3.13%
Zerao 388 ND 6.25%

Alvorada 205 100 ND
Central 1222 327 6.25%
Muca 173 ND 3.13%
Santa Rita 972 399 6.25%
Pedrinhas 13577 749 6.25%
Buritizal 531 ND 6.25%

Para avaliar a possivel relacdo entre a deteccdo do AdV e os parametros

bacteriologicos foi aplicado o teste de regressao logistica simples. A Tabela 6 mostra

os coeficientes de regressao e o p-valor do teste. A analise estatistica evidenciou que

nao houve associacdo significativa entre a presenca do AdV e 0s parametros

bacteriol6gicos da agua.

Tabela 6 — Analise de regresséao logistica avaliando a relacao entre a presenca do

AdV e parametros bacteriolégicos da agua.

Parémetros OR [IC 95%] p' Valor P(XO) P(Xl)
Coliformes totais 3,00 [0,28 — 31,63] 0,3607 75%
E. coli 1,80[0,21 — 15,41] 0,5916 62.50% 75%

* OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca.
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4.4 ANALISE MOLECULAR DOS ISOLADOS AMBIENTAIS

Um total de 256 amostras positivas para AdV, 59,4% (152/256) denotaram
amplificacéo pelos iniciadores Nehex3deg (forwaed) e Hex2Deg (reverse) figura 10.
Nenhum isolado ambiental apresentou amplificacdo para os iniciadores de Norovirus
(Figura 11) e Rotavirus (Figura 12).

Figura 10 — Visualizacdo em gel de agarose (1,5%) de um fragmento do gene do
hexon (171 pb) de adenovirus amplificado pela Nested-PCR em amostras de agua de
pocos da cidade de Macapa-AP. PM: Peso Molecular (123 pb), 1-29: Amostras de
agua, C+: Controle positivo e C-: Controle negativo.

5 BB = 1011512513 14 15 C-. C+

qd 1z}

123pb

Adeno_Nested Poco AP 24112016

* B *
PM 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 C- C+

123pb

Adeno_Nested_Poco AP_24112016

Fonte: Instituto Evandro Chagas
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Figura 11 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da semi nested-PCR
para deteccdo de Norovirus (PM: Peso Molecular (123 pb), 1-29: Amostras de agua,
C+: Controle positivo e C-: Controle negativo).

M o1 p2 p3 p4 pS p6 p7 p8 pS 10 11 12 13 14 15 C- C+ C+

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 28 C- C+ C+

qdoeg

123pb

Noro_SemiNested Poco AP 23112016

Fonte: Instituto Evandro Chagas

Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da nested-PCR para
deteccdo de rotavirus (PM: Peso Molecular (123 pb), 1-29: Amostras de agua, C+:
Controle positivo e C-: Controle negativo).

7 88 10711 1283 14 15716 17 G GCr

Rotavirus_Nested Poco AP 2016

PM 18 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28 28 C- C+

Fonte: Instituto Evandro Chagas
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As amostras de agua foram testadas por PCR em tempo real para deteccdo de
Norovirus GllI (Figura 13). No entanto, esta metodologia ndo detectou a presenca

deste virus.

Figura 13 — Amplificacdo de Norovirus Gll pela PCR em Tempo Real em amostras de
agua de pocos da cidade de Macapa-AP. Os controles (CT) estéo representados pelas
cores distintas.
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Um total de seis amostras positivas para AdV (P02; P05; P07; P09; P13 e P15)
tiveram seu produto amplificado para a utilizagdo no sequenciamento gendmico. O
resultado apontou 100% de identificacdo com a espécie F, caracterizadas com HAdJE
(Adenovirus entérico), e pertencentes ao subtipo 41.

Os resultados da analise filogenética destes seis espécimes estao
representados na Figura 14 e demostram o agrupamento das amostras selecionadas

entre as espécies A a G.
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Figura 14 — Analise filogenética baseada na sequéncia nucleotidica do gene hexon
envolvendo 06 amostras positivas para adenovirus encontrados nas amostras
ambientais de Macapa, Amapa. Amostras do estudo do estado do Amapa estédo
grafadas na coloracdo vermelhas e marcadas com setas vermelhas. O teste foi

realizado com 1000 réplicas de bootstrap sendo representados apenas 0s valores
maiores de 70%.
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As amostras positivas de Adenovirus sequenciadas tiveram similaridade
nucleotidica entre si de 94,4%. Ao compararmos a espécie F com os demais prototipos
inseridos na Figura 14, a similaridade entre os grupos de espécies foi de 94,1%.

As amostras deste estudo positivas para a espécie F do tipo 41 apresentaram
similaridade nucleotidica de 92,8% com espécime descrita por Lemiale et al, (2008),
nos Estados Unidos (DQ315364) (Tabela 7).
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Tabela 7- Resultados da andlise filogenética, exibindo o perfil de similaridade
nucleotidica entre amostras positivas para AdV e sequenciadas para o gene hexon.
Similaridade Nucleotidica

Espécie Entreas amostrasdo  Entre o grupode Lemiale et. al. (2008)
estudo (Macapa/AP) espécies (DQ315364)

F tipo 41 94,4% 94,1% 92,8%
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5 DISCUSSAO

O estudo bacterioldgico das aguas de pocos da cidade de Macapa revelou que
a maioria das fontes utilizadas para consumo humano, estdo contaminadas por
intensa presenca de coliformes. Estes resultados devem ser encarados como um sinal
de alerta, indicando a possibilidade de poluicdo ou contaminacao fecal. A Portaria
n°2.914/2011 do Ministério da Saude (MS) estabelece que a agua destinada ao
consumo humano em qualquer situacdo, incluindo fontes individuais como pocos,
minas e nascentes deve ter auséncia de coliformes e E. coli em 100 mL da amostra
(BRASIL, 2011). Quando esses indicadores microbiolégicos estdo presentes na agua,
h&a uma probabilidade da presenca de microrganismos patogénicos mais resistentes
a infeccdo, como virus e protozoarios, causadores de diversas doencas infecciosas
(VIEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2017).

Considerando que as amostras foram coletadas de pocos a uma profundidade
entre 14 a 40 metros e captados de aquiferos livres, apresentam caracteristicas mais
vulneraveis a contaminacao por fezes humanas e de animais, podendo ocorrer em
funcdo da falta de rede de esgoto, aterros sanitarios, que consequentemente podem
contaminar lengéis (SPILK, 2015). Os contaminantes que podem estar presentes na
agua oriundos dos esgotos domésticos sao constituidos, primeiramente por matéria
organica biodegradavel e microrganismos (bactérias, virus, protozoarios) (SILVA,
2012). Desta forma, esta situacdo coloca em risco a saude da populacdo de Macapa
gue consome essas aguas.

Um ponto que merece destaque € o bairro Pedrinhas, a 4gua de poco sofre
maior influéncia de esgoto doméstico da comunidade adjacente. Trata-se de uma area
com frequentes alagamentos sobre influéncia da maré do rio Amazonas e por estes
pontos estarem localizados ao lado da Estacao de Tratamento de Efluentes (lagoa de
estabilizacdo), reflete na qualidade microbiolégica. Um fator importante a ser
considerado na constru¢do de pocos é a localizacdo destes, 0s quais devem atender
a alguns requisitos basicos, como o afastamento de locais inundados por agua de
chuva, estar o mais longe possivel e acima de qualquer fonte potencialmente
poluidora, como fossas e depdsitos de residuos solidos (CAPUCCI et al.,, 2001;
MENDES, 2008).

Outro ponto relevante deste estudo refere-se a contaminag¢édo no bairro Santa

Rita, o qual esta localizado préximo a um cemitério. Os cemitérios, sendo repositorios
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de cadaveres e ambientes de decomposicdo de matéria organica, apresentam riscos
que exigem cuidados técnico-cientificos na sua implantacdo e operagdo. Podem
apresentar problemas hidrogeoambientais, ou seja, contaminacdo no aquifero, por
meio da liberacéo do necrochorume, nos lengois freaticos, transportados pelas chuvas
infiltradas nas covas ou pelo contato dos corpos com a agua subterranea (LEITE,
2009; FRANSCISCO et al. 2017; FERNANDES, 2014). Afinal, o necrochorume
contém uma carga toxica e microbioldgica alta, inclusive, de virus e bactérias. Por
isso, € um risco para o equilibrio do meio ambiente e para a saude da populacéo
(SOUZA et al., 2017).

Nos outros pontos, a presenca de contaminagéo pode estar relacionada com a
falta de uma limpeza eficiente dos pocos e a exposicdo ao ambiente externo, o que
pode alterar a qualidade da agua. Em varios pontos observou-se que as fossas
estavam instaladas a menos de 15 metros dos pocos, ndo atendendo as normas
técnicas de seguranca. E como exite pontos que eram de pogcos amazonas (nao
precisam de cadastramento), sdo construidos e utilizados sem critérios técnico-
sanitarios adequados. Mas pocos tubulares também foram construidos proximos de
fossas e estdo fora das normas técnicas para construcdo de fossas sépticas (ABNT
1992; ANA, 2005). As fontes de captacao de dgua devem ficar distantes dos ramais
de esgoto sanitério, a fim de evitar a contaminacao em casos de vazamento. Quando
essas medidas ndo sdo tomadas, o risco de vazamento e contaminacdo dos lencgois
fredticos aumenta exponencialmente (HOWARD et al., 2006), colocando em risco a
saude humana e ao manancial subterraneo.

Dois pontos do estudo (marabaixo e cabralzinho) ndo apresentaram
contaminag¢do microbioldgica, estando estas aguas, a nivel microbiolégico, préprias
para consumo humano. Esses bairros estdo mais distantes do centro da cidade, isso
pode significar maior ou menor distancia de fontes ativas de contaminacdo, que
seriam, portanto, os fatores preponderantes na caracterizacdo e/ou diferenciacao
microbiolégica de um po¢o em uma area urbana. Por serem bairros distantes da area
urbana, ndo tém sérios problemas ambientais. A auséncia da contaminacéo fecal
pode estar associada a caracteristica do solo, a profundidade dos poc¢os, ao desnivel
do terreno (MOURA et al.,2009), a presenca de uma area de preservacdo ambiental
(Lagoa dos indios) e a populacdo apresenta um poder aquisitivo diferenciado dos
centros urbanos, atendendo em seus domicilios uma constru¢cdo de abastecimento

seguindo os padrdes das normas técnicas da ABNT.
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O manejo inadequado dos dejetos animais e humanos por meio de fossas
sépticas pode levar a contaminagdo da 4gua por microrganismos de origem fecal, que
podem ser carreados do solo para fontes de aguas superficiais ou sofrerem
percolacado, podendo atingir len¢éis de agua subsuperficial, causando contaminacéo,
principalmente em época de alta pluviosidade (VILLAR, 2016a). Devido a
precariedade do saneamento na cidade de Macapa, varios fatores podem ser
responsaveis pela contaminacdo, como a falta de manutencdo do reservatorio;
localizac&o inadequada do poco; e a falta de cuidado e higiene com a agua antes do
consumo (SILVA et al., 2018a).

A inexisténcia ou baixa eficiéncia dos sistemas de drenagem de aguas pluviais
faz com que todas as impurezas do solo, detritos encontrados em ruas e pavimentos
sejam levados até os cursos de agua (TUCCI et al., 2007). Uma forma de evitar essa
contaminac¢do seria a substituicdo gradativa de fossas sépticas por redes coletoras de
esgoto, para atenuar a quantidade de cargas contaminantes no subsolo (FOSTER et
al., 2003).

A avaliacdo das amostras de 4gua quanto a presenca de Rotavirus e Norovirus
nao detectou positividade em todo o estudo. Como as amostras foram coletadas
durante um dia inteiro, pode ter sofrido influencias, pois de acordo com Queiroz et al.
(2001), as amostras submetidas a anélise devem ser coletadas, preferencialmente,
no periodo da manha, aproximadamente entre 8h e 9h e durante os dias da semana,
a fim de minimizar os efeitos de variacdes diurnas refletidas por condicdes ambientais
como temperatura da agua, percentual de irradiacdo por luz UV, precipitacdo e
alteracOes consequentes da ocupacao e atividades humanas (GRIFFIN et al., 1999).

De um modo geral, apesar dos virus serem concentrados por diferentes
metodologias com sucesso, alguns deles, como os rotavirus, sdo mais susceptiveis
as variacdes de pH durante o processamento das amostras e a outros componentes
organicos que possam estar presentes na agua, o que dificulta a recuperacéo dessas
particulas virais em relagdo aos outros virus (WYN-JONES; SELLWOOD, 2001,
TAVARES et al., 2005).

O rotavirus A continua sendo o principal agente causador de diarreia na crianca,
a despeito da ampla utilizacdo de vacinas nos programas publicos de vacinacdo em
todo mundo. No brasil, a vacina monovalente foi introduzida no Programa Nacional de
imunizacdo (PNI) e 2006, e a seguranca da vacina esta bem documentada em

diferentes estudos pré e pos-licenciamento (KFOURI et al 2017). No entanto, seu
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genoma RNA segmentado pode levar ao surgimento de cepas novas ou incomuns na
populacdo humana, por meio de transmissdo entre espécies e eventos de rearranjo
(LUCHS et al, 2016). Existem também evidencias de transmisséo interespécie e de
rearranjos entre rotavirus humanos e animais vém se acumulando na literatura.
Algumas espécies em particular, como cées, gatos, porcos e bois, parecem contribuir
de maneira mais incisiva e frequente para a diversidade genética encontrada em
humanos (MARTELLA et al., 2010).

Apesar da infeccao por Norovirus ocorrer em todas as faixas etarias, inclusive
em adultos, o indice de deteccdo do virus em criangcas menores de cinco anos é
aproximadamente cinco vezes maior (FERREIRA et al, 2012; LOPMAN et al, 2012).
O Norovirus Gll.4 (genogrupo II, gendtipo 4) € o agente etiolégico mais comum e
estudado em surtos por Norovirus no mundo (MARSHALL; BRUGGINK, 2011; VINJE,
2015; MORILLO et al, 2017). Diferente de outros agentes como Rotavirus, Astrovirus
e Adenovirus, cujo principal grupo de risco séo as criangas, o Norovirus atinge todas
as faixas etarias (GLASS et al, 2000). A incidéncia anual e o perfil etiologico da diarreia
variam conforme os fatores de risco apresentados nos diferentes grupos
populacionais: deficiéncias nutricionais; praticas inadequadas de higiene dos
alimentos, dos objetos e do ambiente em que estdo inseridos; aglomeracbes no
domicilio e em instituicdes; auséncia de saneamento basico no local de residéncia; e
épocas quentes do ano (SOUZA et al, 2002).

Em idosos a doenca diarreica tem importante impacto na morbidade e
mortalidade devido a imunidade baixa, disfungdo da motilidade intestinal, desnutricao
e outras causas associadas. A diarreia pode causar confusdo mental e desidratacao
0 que aumenta o risco de quedas, fraturas, hospitalizacdes e tempo de internacao.
Em instituices de longa permanéncia a doenca pode ser grave e o tratamento mais
longo (TRINH; PRABHAKAR, 2007). As criangas apresentam hébitos que facilitam a
disseminacéo de doencas, tais como levar as maos e objetos a boca, falta de pratica
de habitos higiénicos, necessidade de contato fisico direto constante com adultos e
também pela imaturidade do sistema imunolégico (NESTI; GOLDBAUM, 2007).

A deteccdo de Adenovirus (HAdV) em 59,38% das amostras, evidencia a
possibilidade de contaminacao das aguas de poc¢os por material de origem fecal. Para
elucidar a origem dos contaminantes biolégicos dos bairros estudados, especialmente
0s virais, provavelmente os pontos positivos nos dois periodos, pode-se discriminar

que as fossas, 0 cemitério, a estacao de tratamento ineficiente de esgoto, bem como
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do carreamento de residuos pela chuva e os esgotos a céu aberto, podem ser 0s
principais elementos fontes dos mesmos. O AdV tem sido considerado um virus com
potencial risco a saude associados com surtos de doencas por veiculacao hidrica,
sendo este envolvido em surtos por gastrenterites principalmente em criancas
menores de 5 anos (GONELLA et al., 2016; LIU, 2016). E de grande importancia da
integracdo entre a virologia ambiental e as politicas urbanas a fim de encontrar
solucdes eficazes para a prevencao e controle de doencas relacionadas com a agua
principalmente em areas onde o saneamento basico ainda € incipiente (MACHADO,
2013).

No que diz respeito a identificacdo genética dos tipos de HAdV detectados, os
adenovirus da espécie F, sorotipos 40 e 41, sdo virus de veiculacdo hidrica
importantes, relativamente resistentes aos tratamentos convencionais de esgoto e sao
identificados como o0 segundo agente mais comum nos casos de gastroenterite em
criangas depois de RV (AMARAL et al., 2015; DASHITI et al., 2016). E s&o os
principais adenovirus associados a infec¢cdes entéricas. Variantes de adenovirus
pertencentes ao subgrupo F foram encontradas tanto nas amostras ambientais quanto
nas amostras clinicas, evidenciando também que elas possam ter desempenhado um
papel importante nos casos de gastroenterite infantil associados aos adenovirus
(MULLER, 2017).

Os resultados desta pesquisa revelam uma circulacdo de HAdV de origem
entérica nos diferentes pocos estudados em Macapa e, consequentemente, apontam
a necessidade de um monitoramento frequente nas aguas subterraneas da cidade,
haja vista o fato de estarem associados direta ou indiretamente com o cotidiano da
populacado. Estudos envolvendo a pesquisa de virus em agua sdo muito importantes
no contexto da saude publica, especialmente nos paises em desenvolvimento, onde
h& uma relativa falta de informacao sobre a vigilancia microbioldgica, avaliacbes de
riscos e estudos epidemioldgicos (PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014). Durante os
meses de monitoramento realizado nas 4guas de pocos, 0s virus entéricos foram
detectados em praticamente todo o periodo, independente da variacdo encontrada na
concentracdo das bactérias indicadoras de poluicdo fecal. Os virus sao capazes de
permanecer viaveis por muito tempo na agua, até mesmo em aguas subterraneas,
resistindo em condigbes ambientais desfavoraveis, tais como extremos de pH,
temperaturas elevadas e salinidade alta (WYN-JONES; SELLWOOD, 2001;
TAVARES et al., 2005).
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A auséncia de sazonalidade verificada coincide com os dados registrados para
paises em desenvolvimento, 0s quais possuem a maioria dos casos de gastroenterite,
principalmente de etiologia viral, durante todo o ano, enquanto nos paises
desenvolvidos, essas doencas predominam no inverno (COSTA et al.,, 2016).
Semelhantes aos dados de Ferreira (2017) para agua subterrdnea de distribuicdo
publica na cidade de Macapéa, mas diferente para aguas superficiais que apresentou
sazonalidade para Adenovirus na cidade.

A presenca dos adenovirus nas amostras de agua de pocos (subterranea) em
que as condi¢des bacteriolégicas estiveram de acordo com a legislacao brasileira,
fortalece o indicio de que esse grupo de virus é um potencial indicador de
contaminacdo fecal. A presenca deste virus entérico onde a contaminacao fecal por
indicadores bacterianos ndo é evidente, enfatizam que o0os mesmos podem ser
utiizados como ferramenta importante para 0 monitoramento ambiental,
principalmente quando é demonstrada a presenca de genomas virais (BOFILL-MAS,
et al., 2006; SERRACCA, et al., 2010; HE, et al., 2012).

Levando em consideracdo a elevada densidade bacteriana encontrada, criou-
se a expectativa de um alto percentual de detec¢do de virus entéricos na maioria dos
bairros, uma vez que estes se encontram fortemente impactados pela contaminagao
fecal. O presente monitoramento revelou que independente da variacdo observada
dos indicadores bacterianos de poluicdo fecal, os virus entéricos analisados estiveram
sempre presentes nas amostras de agua. Estudos mostraram nao existir associacao
direta entre a prevaléncia de virus entéricos e os indicadores bacterianos de polui¢éo
fecal em aguas ambientais (MIAGOSTOVICH, et al., 2008; MORESCO, et al., 2012;
Vieira et al., 2012a; LEE, et al., 2013). Nessas regulamentacdes, tém-se os coliformes
fecais como indicadores da qualidade microbiologica da dgua para consumo humano,
aceitando serem adequados para a presenca de outros agentes, tais como outras
bactérias, virus e protozoarios. E ai reside grande parte da limitacdo de nossos
sistemas de monitoramento. Os coliformes tém se mostrado marcadores insuficientes
e limitados, pois podem ndo atestar a contaminagdo por outros patdégenos,
especialmente virus, no ambiente (SILVA et al., 2017).

Os paises em desenvolvimento, como o Brasil, ainda nédo estabeleceram um
padrdo para determinar o risco de infeccdo viral da agua ambiental destinado ao
consumo na legislagéo atual. A prevaléncia de virus entéricos em que as densidades

de indicadores bacterianos estavam abaixo do limite recomendado em legislacao,
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confirma que indicadores bacterianos ndo sé&o bons indicadores de contaminagéo
viral, como ja foi relatado por outros pesquisadores (RIGOTTO, 2010; GURJAO,
2015). A presenca de coliformes na agua nem sempre indica a obrigatoriedade de
existéncia de agentes patogénicos e, por isso ndo podem ser considerados
indicadores plenos da potabilidade da agua (ARAUJO, 2010).

A falta de saneamento béasico tem intima relagdo com a transmissao das
doencas de veiculacdo hidrica em diferentes paises. A comparacdo de dados
referentes a surtos, morbidade e mortalidade de gastrenterites (doencas
caracterizadas por diarreia e vdmito) em qualquer levantamento mundial de casos
notificados ndo deixa duvidas: o impacto dessas enfermidades em paises onde o0s
sistemas de saneamento sao deficitarios € muito maior do que naqueles onde as
condicBes de tratamento de esgoto estdo em niveis satisfatorios. Bactérias, virus e
protozoarios estao arrolados como as principais causas de gastrenterites (HASSINE-
ZAAFRANE; AOUNI, 2012).

A adocdo de uma metodologia simplificada e rapida, que possibilite a
recuperacdo de virus entéricos humanos de amostras ambientais com diferentes
caracteristicas, empregando técnicas classicas e moleculares, € ferramenta essencial
em futuras avaliacdes sobre o risco em se utilizar como coadjuvante em agua de
consumo humanao.

A presenca de patdgenos virais nas amostras de agua de pocos revela o
potencial destas aguas em disseminar estes agentes no meio ambiente. Este estudo
€ pioneiro no Estado do Amapéa em se tratando de virus entéricos em aguas de pocos
de consumo humano e os resultados, além de revelarem potenciais indicadores virais
de contaminacao fecal nestas aguas, tém aplicacdes importantes para programas de
controle da qualidade da agua subterranea utilizada em todo o pais, apresentando

dados para subsidiar uma futura legislagéo.
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6 CONSIDERAGOES

Os valores de coliformes totais e E. coli encontrados, apresentaram-se acima do
recomendado pela Portaria n® 2914 do Ministério da Saude, na maioria dos pontos de
coleta de agua subterranea;

A evidéncia da presenca do Adenovirus nas aguas de pocos, em especial nos
bairros Santa Rita e Pedrinhas, mostra a insatisfatoria condicdo sanitaria da cidade
de Macapa,;

Os isolados ambientais do HAdV deste estudo pertencem a espécie F, com
circulacao dos sorotipos 41, e acompanham o mesmo padréo de distribuicdo do HAdV
no pais; A alta similaridade genémica dos HAdV detectados com sequéncias
brasileiras confirmam as evidéncias da circulacdo endémica dos isolados do HAdV no
pais;

Houve um aumento de pontos (bairros) positivo para a presenca de virus
entéricos no inverno amazonico e observou-se menos pontos encontrados virus nas
amostras no verao;

N&o houve associacdo entre a presenca do HAAV e o0s parametros
bacteriol6gicos da agua;

Neste estudo verificou-se que os virus podem ser encontrados em um grande
namero de amostras de aguas subterraneas e que podem estar associados as fossas,
cemitério, estacdo de tratamento, carreamento de residuos pela chuva e os esgotos

a céu aberto.
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