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RESUMO

O virus da hepatite A (HAV) é um dos virus entgsienais estaveis no meio
ambiente, permanecendo infeccioso mesmo apls osegs@s de tratamento e
desinfeccdo da agua. Surtos de hepatite A assecedontaminacdo de reservatorios
hidricos tém sido descritos em muitos paises. Naném a importancia do HAV
permanece negligenciada, principalmente, devidificullade em se recuperar o virus
em aguas ambientais. Este estudo teve como objtiaiar a disseminacdo do HAV
em aguas de recreacdo de contato primario, utilzapara concentracao viral, um
método de adsorgdo-eluicdo de virus em membranegeaa negativamente, associado
a deteccdo do genoma viral por reacdo em cade plmerase precedida da
transcricdo reversa (RT-PCR) e a quantificacdd petga PCR em tempo real (QRT-
PCR). A caracterizacao dos isolados foi realizaatagpalise filogenética de 218 pares
de bases da regido VP1/2A do genoma do HAV. A Lagodrigo de Freitas foi
utilizada como modelo de estudo para monitoramantbiental por ser regulamentada
como uma &rea de protecdo permanente, sendo um tpoistico e de lazer de grande
expressao na estrutura urbana da cidade do Riangé&rd. De um total de 144 amostras
de agua coletadas nesse estudo o HAV foi deteaad81 (21,53%) pelo método de
gRT-PCR, com titulos variando entre 13 e 243 copibsE em apenas cinco (3,47%)
pelo método qualitativo (RfestedPCR), todas caracterizadas como gendétipo IB,
porém apresentando pequena diferenca genéticaatas,eo que demonstra que existe
uma variedade de cepas circulantes na Lagoa Rodedereitas. Considerando as 25
amostras de agua com altos titulos de coliformesigefoi observada forte correlacédo
positiva estatisticamente significante entre oiside coliformes fecais e a deteccéo
quantitativa do HAV. Uma correlacdo positiva frdoatambém observada entre os
parametros condutividade, salinidade e turbidezdetaccdo quantitativa do HAV. A
associacdo dos dois métodos (gRT-PCR en&SiedPCR) utilizados nesse estudo
possibilitou evidenciar a presenca de HAV nos difegs pontos da Lagoa Rodrigo de
Freitas, demonstrando ser uma importante ferrantanta na avaliacdo da qualidade da

agua como no esclarecimento de surtos de veiculddéoa.
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ABSTRACT

Hepatitis A virus (HAV) is one of the entericaliyansmitted viruses most stable
in environment, remaining infectious even afterteys of water treatment and
disinfection. Hepatitis A outbreaks associated wibintaminated water reservoirs have
been described in many countries. However, thevaalee of HAV remains neglected
mainly due to difficulties to recover virus paréslfrom environmental water samples.
This study aimed to evaluate the dissemination AVHn recreation water areas of
primary contact by using as a method for virus eoti@tion the adsorption-elution in a
negatively charged membrane, in association with détection of virus genome by
polymerase chain reaction preceded by reversectiagtien (RT-PCR), and with viral
guantification by real-time PCR (gRT-PCR). Charaztdion of isolates was carried
out by phylogenetic analysis of 218 base pairs ¢mimg VP1/2A region of HAV
genome. The Rodrigo de Freitas Lagoon was chosarstagly model for environmental
monitoring since it is regulamented as a permameatection area, representing a
touristic and recreational point of great relevancehe urban area of Rio de Janeiro
city. From a total of 144 water samples which hadrbcollected for this study, HAV
was detected in 31 of them (21,53%) by the gqrT-R@&hod, with titres ranging
between 13 and 243 copies/mL, whilst only 5 samfB47%) were detected when
using the qualitative method (RT-nested PCR), filthem characterized as genotype
IB, but with small genetic differences among eathen which demonstrates the
circulation of a variety of isolates in Rodrigo Beeitas Lagoon. Considering the 25
water samples with high titres of fecal colifornes,statistically significant, strong
positive correlation between the titres of fecalifooms and quantitative detection of
HAV was observed. A weak positive correlation betwéhe parameters conductivity,
salinity, and turbidity and quantitative detectioh HAV was also observed. The
combined use of these two methods (QRT-PCR anthéstedPCR) in this study
allowed to evaluate the presence of HAV in differaneas of Rodrigo de Freitas
Lagoon, demonstrating to be an important tool fealeation of quality of water and

elucidation of outbreaks with hydric vehiculation.
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1. INTRODUCAO
1.1.0 Virus da Hepatite A

1.1.1.Breve Historico

A hepatite A € conhecida desde as antigas civiesgchinesa, grega e romana, mas
0 primeiro relato escrito, segundo a revisdo de KAYNE 1912 de Apud PEREIRA &
GONGCALVES., 2003), foi a descricdo de uma epidemaiglha de Minorca, localizada entre
o leste da Espanha e o Oeste da ltalia, no sé8ulNd entanto, foi a partir do século XX,
principalmente durante as grandes guerras, quepdaatisseminacdo da doenca assumiu
carater pandémico (PAUL & GARDNER, 1950),e a hepati passou a ser reconhecida
como importante problema de saulde publica.

A transmisséo da doen¢a do homem ao homem foi dgrada em voluntérios na
Alemanha, em 1942, (VOEGT, 1942), no Oriente Médin, 1943, (CAMERON, 1943) e
nos Estados Unidos, em 1944 (MacCALLUM & BRADLEY944). Foi em humanos que
um grupo de pesquisadores da Universidade de alesé confirmou a transmissao fecal-
oral do virus da Hepatite A (HAV), como também lstaceu com clareza a existéncia de
duas formas de hepatite, até entdo conhecidas twapatite infecciosa” e “ictericia sérica”,
com periodos de incubacdo e modo de transmissdo distimtos (PEREIRA &
GONCALVES., 2003). MacCallum (1948) introduziu @smos hepatite A para a hepatite
infecciosa, e hepatite B para a ictericia sérica.

Estudos de Krugman e colaboradores (1959, 19626&)18m uma escola de
excepcionais, em Nova lorque, onde a hepatite ret@ngica, levaram ao isolamento de um
dos agentes de hepatite designado MS-1, que eentitado pela via fecal-oral. A doenca
era altamente infecciosa e apresentava periodonclgbacdo relativamente curto, de
aproximadamente seis semanas. A fim de reprodudweaca, a cepa MS-1 do virus da
hepatite A foi utilizada para infectar adultos vdkrios (KRUGMANet al, 1959, 1962,
1967). A partir desses voluntarios, Feinstone elmidores (1973) conseguiram, pela
primeira vez, por imunomicroscopia eletrénica, tf@ar o virus nas fezes destes pacientes.
Alguns anos depois, Provost e Hilleman (1979) @b#iin sucesso na adaptacdo do virus em
cultura celular, possibilitando o desenvolvimengardunobiologicos, tais como conjunto de

reagentes para diagndstico e vacina.
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1.1.2.0 Virus

A particula viral é ndo envelopada, apresenta simiebsaédrica e diametro de 27 a
32 nm (FEINSTONEet al, 1973) (Figura 1.1). No inicio da década de &fiudos
morfolégicos, bioquimicos e biofisicos levaram assificacdo provisoria do HAV no
géneroEnterovirus(“enterovirus tipo 72”) da familiRicornaviridae,devido a semelhancas
com os enterovirus e cardiovirus (MELNICK, 1982; &3l&t al, 1983). Entretanto, estudos
posteriores demonstraram que o HAV apresentavasdisecaracteristicas singulares que o
distinguia de outros enterovirus tais como hepagpidmo, termoestabilidade da particula
viral, resisténcia a algumas drogas e temperatueas elevadas (de CHANOSTA¥t al,,
1988), ciclo replicativo lento e, geralmente, n&ogatico em cultivo celular (PURCEL&t
al., 1984), estabilidade em pH 1,0 (SCHO&Zal, 1989), presen¢a de um Unico sorotipo
neutralizante (LEMONet al, 1991, 1992) e baixa similaridade genética cortrosu
membros do género (TICEHURSE al, 1988). Minor (1991) classificou o HAV como

membro Unico do génekdepatovirus da familiaPicornaviridae(SIEGL, 1982).

da hepatite A (Fonte: www.cdc.gov, 1998)

1.1.3.0rganizacdo Gendmica

O genoma do HAV é constituido por uma fita simpties RNA de polaridade
positiva, com aproximadamente 7.478 nucleotideBOWOSTet al, 1975; BRADLEYet
al., 1978; PAULet al, 1987; KOFF, 1998). De forma similar aos demai®mavirus, o
genoma do HAV pode ser dividido em trés regidesirdas (Figura 1.2): uma regiao 5’
nao-codificante (5’NCR) compreendendo aproximadaed®©% do genoma; uma regiao

codificante contendo uma Unica fase de leituratal@RF), que codifica as proteinas virais
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estruturais e nao-estruturais, e uma regiao 3’cadificante (3’'NCR), com 60 nucleotideos
(COHENet al, 1987; KOFF, 1998).

2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 75

| Proteinas Estruturais Proteinas nao-estromurais

3' NCR
M A
P

p
™ Pa
|3} C-Terminal da VF3 {4} VPe-P2B
13} VPl Completa
¥ i
VB3 = | A B
(&) VF3-FaB

(2) N-Terminal da VF3 (3} Juncio VPL24

Figural.2. Representacdo esquematica do genoma do virua Hepatite A e produtos da
traducdo de proteinas virais. (Adaptado de Nainaet al., 2006).

A regido 5’ nao-codificante representa a por¢céas rnanservada do genoma, com
mais de 85% de identidade nucleotidica entre aasceps genotipos |, Il e Il (BRADLEY
et al, 1984); possui 734 nucleotideos e precede a ORIegido 3’ ndo-codificante. Uma
pequena proteina viral, 3B (VPg) esta covalenteendighda a esta regido. Apresenta
estruturas secundarias e terciarias, sendo orgkniean seis dominios de estruturas
secundarias, dentre eles uma estrutura em forrgeadgpo, duas estruturas helicoidais e um
trato de polipirimidina (COHEN al, 1987). Os dois primeiros dominios estdo locdbza
entre os nucleotideos 1 e 95 e parecem atuar noodmla iniciacdo da sintese da fita
positiva de RNA (ANDINOet al, 1993). Os outros quatro dominios estédo locatigamhtre
os nucleotideos 155 e 734 (TOTSUKA & MORITSUGU, 9P terceiro dominio é um
pequeno segmento de fita simples e parece particgpaeplicacdo do RNA viral, uma vez
que mutacbes neste dominio conferem um fenotiporegdicacdo viral sensivel a
temperatura (ANDINOet al, 1993). O ultimo dominio da 5’NCR forma o sitiddrno para
entrada no ribossomo (IRES), o qual direciona dugao da ORF. Outras estruturas da
regido 5’NC, dominios Il e IV, foram identificadosmo IRES (TOTSUKAet al, 1999).
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A regido codificante possui uma unica ORF quefa@duma poliproteina de 2.227
aminodacidos (6.681 nucleotideos), compreendendorég@ides: a regidao P1, que codifica
proteinas estruturais, e as regides P2 e P3, qdificamm as proteinas nao-estruturais
(BAROUDY et al, 1985; COHENet al, 1987). A poliproteina viral é clivada pela pese
viral 3C, que é codificada pela regido P3 (SCHULTSH=¢t al, 1994). As proteinas VP1 e
VP3 formam o principal sitio antigénico capaz deluir resposta de anticorpos
neutralizantes. As proteinas nao-estruturais aatifis pelas regiées P2 e P3 participam da
sintese do RNA e da formacgéo da particula virgirdteina VPg, codificada pela regido P3,
liga-se covalentemente a extremidade 5’ do genestando envolvida no inicio da sintese
do RNA viral.

A regido 3’ ndo-codificante é poliadenilada em sxiemidade 3’ e possui mais de
20% de heterogeneidade nucleotidica entre as ceépablAV analisadas e, portanto,
apresenta maior variabilidade que a regido 5 mdbficante. Apresenta estruturas
secundarias helicoidais e, possivelmente, um pseadprovavelmente responsaveis pela
interacdo entre as proteinas virais e celularescé#8ms. As estruturas secundarias das
regibes ndo-codificantes (dominios | e Il e o trdépolipirimidina) sdo importantes na
sintese do RNA viral (TOTSUKA & MORITSUGU, 1999).

Robertson e colaboradores (1992) compararam sei@déme 152 isolados de HAV
de diferentes partes do mundo. Neste estudo, faratisados 168 nucleotideos da regido
VP1/2A, compreendendo os nucleotideos das posR:084 ao 3.191 da cepa HM-175. Os
isolados foram classificados em sete gendtiposprdarados de | a VII (figura 1.3), sendo
que os genotipos | e Il apresentam o0s sub-gers#ipe B com 86 a 92,5% de similaridade.
Os gendotipos |, Il, e VIl agrupavam somente cépasanas de HAV. O gendtipo Il incluia
cepas de HAV humanas e a cepa PA 21, isolada dacmabe acordo com essa nova
classificacdo, muitas cepas humanas foram claad#&cnos genaotipos | e Ill, tendo somente
uma cepa identificada para cada um dos dois og&woétipos (Il e VII). Os genatipos IV, V
e VI continham somente cepas simias. Este trabafluenciou a pesquisa da variabilidade
do HAV durante pelo menos 10 anos.

Entretanto, utilizando esta metodologia (ROBERWNS@t al, 1992) para
genotipagem do HAV, trés variantes genéticas mdatarecentemente, na regidao VP1
(posicdes 25 e 28) e na regido VP3 (posicédo 72faram detectadas (COSTA-MATTIOLI
et al, 2002b; SANCHEZt al, 2003). Esta observacgéo indica que o tradicior&bdo de
genotipagem pode nao refletir sempre a variabigdattigénica do virus. Como alternativa,

foi proposta, recentemente, a utilizacdo da sed@éoompleta da regido VP1 (900
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nucleotideos) para a construcéo de arvores fildgaséao invés do pequeno fragmento de
168 nucleotideos utilizado anteriormente (COSTA-MAODLI et al, 2002b;2003). A
andlise filogenética da regido VP1 completa revelquesenca de seis gendtipos distintos.
Nessa analise, demonstrou-se que o0s genotiposVil eram subgenotipos (IIA e IIB,
respectivamente) do mesmo genoétipo (COSTA-MATTI@L4AL, 2002b; LUet al, 2004).

Até o momento, as diferentes cepas humanas de lddlgtadas em regides
geograficas distintas, independente da regido adtugara a analise da variabilidade do
HAV, apresentaram caracteristicas antigénicas centais como: um unico sorotipo e
reatividade similar aos anticorpos monoclonais reontHAV. Isso favorece a eficacia de

uma vacinacdo em massa, contribuindo para que tnoofgeja possivel a erradicacéo da
doenca (NAINANet al.,2006).
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Figural.3. Dendograma mostrando a aproximagdo genética tem o0s
diferentes genotipos das cepas humanas e simiasHiaV. ( ) genotipo
humano, (------- ) gendtipo de primata ndo-humano. © limites entre os

genadtipos e subgenotipos estdo delimitados por liag verticais. (Adaptado
de Lemonet al., 1992)
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1.1.4.Caracteristicas Fisico-Quimicas e Estabilidade do AV

As particulas do HAV sao estaveis em pH 1,0, malaesna infecciosidade por até 5
horas a temperatura ambiente, se mantém na agoa sedimentos por mais de quatro
meses a uma temperatura de 5 até 25°C (SCHQdtZal 1989); sdo resistentes ao
cloroférmio e a uma grande variedade de detergentsventes lipidicos (PROVOSS
al., 1975; SIEGL, 1984). O HAV mantém a infecciosidashesmo quando exposto a
temperaturas de 60°C por 60 minutos em pH neutrggcsinativado apenas parcialmente
apos 10 a 12 horas de exposicdo (PARRY & MORTIME®B4; SIEGLet al,1984). A
infecciosidade da particula viral pode ser presixvpor até 1 més apos liofilizacdo e
estocagem a 25°C com 42% de umidade (McCAUSTLANIRL, 1982; SOBSEYet al,
1988), ou por anos, a temperatura igual ou infexied0°C .

O HAV pode ser inativado completamente por auta@gde (121°C durante 20
minutos), radiacdo ultravioleta, tratamento commfaina a 3% durante 5 minutos,
permanganato de potassio (30 mg/mL) durante 5 wsnui com compostos contendo cloro
(3 a 10 mg/L de hipoclorito de sédio a 20°C durdianinutos (PROVOSTEt al, 1975;
SIEGELet al, 1982).

A resisténcia do HAV as condicdes ambientais édas fatores que certamente
propiciam a sua transmissao através da agua englensds contaminados e, além disso, as
propriedades fisico-quimicas do HAV favorecem seesipténcia e disseminagdo entre as
populacdes (PARRY & MORTIMER, 1984; SCHOIeZ al, 1989).

1.1.5.Patogenia e Manifestac¢des Clinicas

A infeccdo natural pelo HAV ocorre, geralmenteaads da ingestdo de agua ou
alimentos contaminados com fezes de individuostafis. Apos ingestdo, o que ocorre
com o virus dentro do aparelho digestivo ndo éaabein conhecido (CUTHBERT, 2001).
Entretanto, sabe-se que o sitio primario de regdicalo HAV é o hepatdcito, embora ainda
nao tenham sido descritos os fatores que elucidamopssmo do virus por esse sitio.
Estudos experimentais mostraram que o HAV podeciaf células epiteliais da mucosa
digestiva, onde ocorre sua replicacédo (PURCELAL, 1984).

O HAV, apos ultrapassar a barreira epitelial dbotidigestivo, alcanca o parénquima
hepatico através da circulacdo portal, sendo caghburpelos hepatdcitos atravées de

receptores especificos denominados HAVcr-1 preseatecélulas de rim de macaco verde
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africano (KAPLANet al, 1996), e huHAV presentes em células humanasGEESTOCK

et al, 1998). O virus se multiplica nos hepatdcitogjeoformam novos virions. O virus &
eliminado através da membrana apical do hepatduitmuzindo viremia, € excretado na
bile e, entdo, eliminado nas fezes dos individaésctados. O pico de excrecao viral nas
fezes e, consequentemente, o aumento da infeaitesidbcorrem antes do inicio dos
sintomas ou da elevacdo do nivel sérico de tramse®s$, declinando apds o aparecimento
dos sintomas (TASSOPOULG$ al, 1986).

Até pouco tempo, acreditava-se que o periodo memna fosse mais curto do que o
periodo de excrecao viral (NORMAN®&t al 1995; GRINDEet al, 1997), e que ocorresse
durante algumas semanas apos o desaparecimergmubosas (STAPLETONt al, 1995).
Entretanto, com o uso de técnicas molecularespliservado que a viremia inicia-se uma
semana apos o0 aparecimento dos sintomas e podstip@ar até 21 dias (FUJIWARAt
al., 1997; BOWERet al, 2000; COSTA-MATTIOLIet al, 2002c) sendo que em alguns
casos pode-se observar a persisténcia de viremia8& dias apos o inicio dos sintomas
(NORMANN et al, 2004), e em individuos co-infectados pelo HOWVHAV pode ser
detectado no soro até 256 dias apos o inicio dosnsas (COSTA-MATTIOLI., 2002a).

Geralmente, as manifestacfes clinicas da infecefmHAV sdo brandas, criancas
menores de 10 anos séao assintomaticas (LEMON, ) @9#bpartir desta idade, observa-se
que a doenca se manifesta de forma mais gravecigalmente em adultos e idosos
(LEDNAR et al, 1985). O periodo de incubacéo do virus varidsla 50 dias, com média
de 30 dias (PAUIlet al, 1945). Durante esse periodo, o individuo perggassintomatico,
apesar da replicacao viral, sendo esse 0 perioaoat® transmissao viral devido a maior
guantidade de virus eliminados nas fezes (LEMONIENB 1985)

O curso da infecgdo pode ser dividido em quatsedaperiodo de incubacao, fase
pré-ictérica ou prodrémica, periodo de ictericiase de convalescéncia. O quadro clinico
da doenca vai desde a infeccdo inaparente ou Bigagla doenca clinica na forma ictérica.
Apbs a fase prodrémica, quando aparecem os primeinbomas que na maioria dos casos
podem ser representados por dores no corpo, fefwseas, vomitos e fadiga, ocorre a fase
ictérica, caracterizada pela deposicdo de pigmefititisrubinas) na pele e mucosa que
assumem uma coloracdo amarelada. Geralmente, deont#®m coluria e hipocolia nessa
fase. Ocasionalmente, pode ocorrer necrose maasxa do figado durante a fase aguda,
levando ao comprometimento da funcao hepética titepaiminante) (O’'GRADY , 1992).
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1.1.6.Diagnostico Laboratorial

O quadro clinico da hepatite A ndo permite a stexreticiacdo de outras formas de
hepatites virais. Portanto, é necessario que andgigo seja confirmado pela deteccdo de
anticorpos anti-HAV da classe IgM (BRADLE#t al, 1977; LOCARNINIet al, 1977,
DECKER et al, 1981), geralmente por ensaio imunoenzimaticst§teompetitivo), com
varios conjuntos de diagndstico disponiveis no adwc(LaBRECQUEet al, 1998).
Embora existam seis genétipos de HAV, estes caestit apenas um sorotipo, nao
interferindo no diagndstico sorolégico. Esses anpios surgem precocemente na fase aguda
da doenca, seus titulos se elevam rapidamentgjrato niveis séricos maximos em 3 a 5
semanas a partir do quadro clinico, desaparecg@o3a 6 meses do quadro clinico (KAO
et al, 1984). O teste de detecgcdo de anticorpos anti-bddra o diagnostico da hepatite A
possui especificidade de 99%, sensibilidade de 108%or preditivo positivo de 88%, de
acordo com uma série de casos estudados utilizémadores voluntarios de sangue como
controle, quando utilizado o teste de radioimunaengSTORCH et al, 1982). A
positividade do teste anti-HAV IgM, em geral, pstsicerca de quatro meses , podendo
chegar a seis meses em 5% dos casos e, raramerdgestep por mais de 12 meses.
Geralmente, os niveis séricos de transaminase®rsealizam antes da negativacado dos
anticorpos anti-HAV IgM (KACet al.,1984).

Os anticorpos anti-HAV da classe IgG podem serctides durante a doenca aguda
ou a partir de uma a duas semanas, e substitugeantirorpos da classe IgM. Seus titulos
se elevam gradualmente, alcancando altos niveisantbura fase de convalescéncia
(STAPLETONet al, 1991), e permanecem por toda a vida, conferimimidade contra

reinfeccao (figura 1.4).
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Figural.4. Eventos virologicos, imunoldgicos e bioquimisodurante o curso de infeccao
experimental de hepatite A em chipanzés inoculaddastravenosamente com o virus da hepatite
A, cepa HLD2 (Adaptado de Margoliset al., 1988).

As alteracdes bioguimicas da hepatite A podenta®icterizadas pela elevacao dos
niveis séricos das enzimas intracelulares alammaedransferase (ALT) e aspartato-
aminotransferase (AST) e pela determinacdo dosisns&ricos de bilirrubina (ISHAK,
1976.

Técnicas de deteccdo de acidos nucléicos sdo smaisiveis do que testes
imunoenzimaticos para deteccdo do HAV em diferetipes de amostras. O HAV tém sido
detectado, principalmente, por reacdo em cadei@a peimerase (PCR) apds sintese de
DNA complementar (cDNA) por transcricdo reversa RFJLA et al, 2003a; 2003b). A
amplificacdo do RNA viral por RNestedPCR é um meétodo sensivel e amplamente
utilizado para a deteccdo do HAV-RNA. Estudos destram que a detecgdo do RNA do
HAV por “Nested PCR é clinicamente aplicavel para o diagnéstieandeccbes pelo HAV
(FUJIWARA et al, 1997; ARNAL et al, 1998; HUTINet al, 1999; de PAULAet al,
2004). O uso de PCR tem importante papel no auddidiagnostico em casos agudos de
etiologia desconhecida e em surtos epidémicos.a@etramenta importante é a técnica de
sequenciamento de acidos nucléicos realizada ar pdos produtos de PCR para
confirmacdo e caracterizacdo do virus, permitinddemonstracdo da heterogeneidade
gendmica do HAV. (de PAULALt al, 2004).

9
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Protocolos de RT-PCR quantitativo foram descridoso o método mais sensivel
para deteccdo do HAV (ROSH al, 2006; VILLAR et al, 2006; de PAULAet al., 2007,
VILLAR et al, 2007). A técnica de PCR em tempo real tem siipregada tanto na
deteccdo como na quantificacdo do HAV, sendo dothdalta sensibilidade, rapidez e
minimizacdo de contaminacbes (BUSTIN & MUELLER, 2DOAlém de possibilitar a
quantificacdo dos produtos amplificados, uma dagipais vantagens da utilizacdo dessa
metodologia é a rapidez na analise de amostrasteag®es de surtos epidémicos. Dentre 0s
sistemas de PCR em tempo real mais utilizados estéistema TagMé&he o sistema
SYBR® green (HOUDEet al.2007).

1.1.7.Epidemiologia

O HAV tém distribuicdo mundial, apresentando difiées padroes de endemicidade
de acordo com as condi¢cdes sanitarias, socio-edoaéne de higiene da populacdo
(JACOBSON & KOOPAMAN., 2004). A transmissdo pesgeasoa € muito comum
guando ha contato pessoal intimo e prolongado @mtdocom um individuo suscetivel a
infeccdo. Consequentemente, o convivio familias eeglomeragdes em lugares fechados
(quartéis, prisdes, creches, escolas, comunidabdsdas) constituem importantes fatores
de risco (MARGOLIS & ALTER, 1995). Alem disso, armtaminacdo fecal de uma fonte
Unica (de &gua potavel ou de alimentos) € um fgter facilita a transmissdo da doenca,
principalmente em criangas sem imunidade préviegréegendo a ocorréncia de surtos
(MELNICK, 1995). Em raras ocasides, 0 virus podeaambém transmitido pelo sangue ou
hemoderivados oriundos de doadores infectados wérios de drogas intravenosas em fase
virémica (ROSEMBLUMet al, 1991).

A hepatite A é uma doenca cuja incidéncia mundiauperior a 1,4 milhdo de
casos/ano (CDC, 1999). Em areas de alta endem&idauhfeccdo ocorre precocemente e
mais de 90% das criancas apresentam, na primeta@daéle vida, anticorpos anti-HAV
IlgG, evidenciando imunidade resultante de exposp@&via ao HAV. Nessas regifes, a
hepatite aguda é menos frequente nos nativos; @erafds sdo raras. Este padrdo
epidemiolégico é tipico de paises pobres, com ¢Oedi sanitarias precarias como, por
exemplo, varios paises da Africa, da América Latirdga Asia. Em areas de endemicidade
moderada, a prevaléncia de infeccdo € mais baxaums primeiras décadas de vida, sendo
a infeccdo deslocada para o final da infancia ei@a da adolescéncia. Nessas regides, a
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hepatite aguda sintomatica € mais freqiente, repi@sdo risco para pessoas suscetiveis.
Além disso, surtos epidémicos podem ocorrer degidmntaminagédo de alimentos ou da
agua ou, ainda, por contato pessoa-pessoa. Estgopgidemioldgico é tipico de algumas
regies da América Latina e da Asia, onde as td&asoroprevaléncia tiveram um declinio
nos ultimos dez anos (TANAKAL al, 2000; KANGet al, 2004; VITRAL et al, 2006;
2008). Em paises desenvolvidos, a incidéncia dagdoé baixa, a maior prevaléncia de
infeccdo pelo HAV acontecendo em adultos jovenanda podem ocorrer epidemias. A
transmissdo do virus se d&, geralmente, pelo camsdm agua ou de alimentos
contaminados, mas também pode ocorrer a transnpesdoa-pessoa (PHAM al., 2005).
Em éareas de muito baixa incidéncia, a infeccdo pbrédica e ocorre tipicamente em
adultos, que adquirem a infeccdo durante viagenegides endémicas, um padréo
epidemioldgico que pode ser visto na Escandin&zQ, 1999) (figura 1.5).

Prevaléncia de anti- HA_!

7 Alta

[[] Altal Intermediaria

1 Intermediaria
L__é Baixa
[ tuito baixa

Figural.5. Distribuicdo geografica da infeccdo pelo virugla hepatite A (Adaptado de:
epidemiology and prevention of viral Hepatitis A toE- na Overview, CDC 2006).

O Brasil sempre foi considerado um pais de altemicdade para o HAV, pois
dados epidemiolégicos demonstravam que aproximauam@0% da populacdo adulta
apresentava anticorpos anti-HAV e que a maioriacdascas ja era imune aos 10 anos de
idade (ABUZWAIDA et al, 1987; GASPARet al, 2000). Entretanto, devido a diversidade
socioeconémica entre as regides no Brasil, h4,Inatie, uma grande variacdo na
prevaléncia de infeccéo pelo HAV. Uma revisao terdiura publicada sobre a prevaléncia

de anti-HAV total em quatro regides brasileirasTIWAL et al, 2008) revelou padrbes
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variaveis: alta prevaléncia nas regides Norte (9%0oNordeste (67%) com pads
semelhantes aos observados em regides subdeseas, e prevaléncias decrescentes
regibes Sul (42%) sudeste (259 (figural.6),onde a prevaléncia na primeira déc:
mesmo enpopulacdes de mais baixa re, € menor do que a observada na regiarte.

Observacgdes epidemioldgicas sobre a hepa, no Brasi] demonstraramue nas
regides mais desenvolvidas o numero de criancaetfusis esta aumentande forma
significativa, ndo s6 nas classes de nivel socioeconémico maiadele mas também r
classes de baixo nivel socioecolico, fato decorrente das melhs nas condigbes
sanitarias existentes nessas regides (SANet al, 2002; PEREIRA& GONCALVES.,
2003).

Dados obtidos no inquérito nacional para hepatitel@monstraram que na reg
Nordeste, em grupos deancas de 5-9 anos de idaderavaléncia observada foi de 41,5
em adolescentes de 19-ano de idadea taxa observada foi de 57,4%. Quando observ.
regido Centrd@este, especificamente o Dist Federala taxa observada foi de 33,8%
criangas de ® anos de idac e 65,1% em adolescentes de 1B0-anos de idad(de
ALENCAR XIMENES et al. 2008)

Regiao Norte 95%

Regido Nordeste- 67%

Regiao Centro-oeste
5-9 anos = 33,8%
10-19 anos =65,1%

Regiao Sudeste 25%

Regido Sul 42%

Figura 1.6. Prevaléncia d¢ anticorpos anti-virus da hepatite Atotal nas diferentes regide:
brasileiras onde foram realizadas investigagfes ef@miologicas Adaptado de uma revisédo
de literatura (Vitral e colaboradores, 2008) e do Inquérito nacional de Hepatite A (de
Alencar Ximenes e colaboradores, 20C.
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No Brasil, como em alguns outros paises da Amdratana onde a hepatite A é
endémica, as taxas de prevaléncia da infeccaoHp®\6 sofreram declinio nos ultimos 20
anos. Diversos estudos apontam para uma mudangadd@o epidemioldgico da hepatite A
no pais: de alta para alta/média endemicidadedesiocamento da prevaléncia para grupos
etarios de maior idade (VITRAlet al, 1998a; 1998b; TAPIA-CONYERt al, 1999;
CLEMENS et al, 2000; ALMEIDA et al, 2001; CARRILHOet al, 2005; VITRAL et al,
2006; 2008). Essa mudanca parece ocorrer devidell@ormas das condi¢cdes de higiene e
habitacdo durante as ultimas duas décadas e ao acags0 aos cuidados basicos de saude.
Essa mudanca levou a diminuicdo da incidéncia tecgdo pelo HAV em criancas e,
consequentemente, ao aumento do nimero de adu#iostiweis, com maior probabilidade
de ocorréncia de surtos epidémicos e casos esposadésta Ultima faixa etaria (CHEM
al., 1991; POOVORAWAN:t al, 1993; WUet al, 1993; YAP E GUAN, 1993).

1.1.8.A pesquisa de HAV no ambiente

A pesquisa de virus na agua iniciou-se ap0s a@uug, em 1955, de um surto de
hepatite em Nova Delhi (india), ocasionado pelaanimacio do sistema de tratamento da
agua por esgoto. Nessa época, observou-se quamérso da agua com aluminio e cloro,
em geral eficaz na prevencao de infec¢des bactssigarecia ndo prevenir a transmissao de
viroses. No periodo de seis meses entre 1955 e, Bibénil casos de hepatite foram
registrados e o0 patdégeno causador da epidemiadapoca, identificado com base apenas
em aspectos epidemiolégicos como sendo o virusepatite A (HAV) (BOSCHet al,
1998). Foi somente na década de 80, com o adverdotadtes soroldgicos, que essas
amostras foram retestadas e, observou-se que aiandas individuos era imune para o
HAV, néo sendo, portanto, o causador do surto. Nesssma década, o agente causador do
surto foi identificado como sendo o virus da hépak (HEV) (COCKAYNE, 1912;
BLUMER, 1923).

O HAV, juntamente com outros virus entéricos comtavirus (RV) humano,
adenovirus entéricos (ADVs) e astrovirus (HAstVjafa descritos como causadores de
diversos surtos relacionados ao consumo de aguanentos contaminados, incluindo
peixes e moluscos bivalves de ambientes marinhosminados, além de frutos e vegetais

cultivados em solos irrigados e/ou fertilizados caguas contaminadas por esgoto, ou
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ainda, por contato direto ou ingestédo acidentagie de recreacdo contaminada por esgoto
(BOSCH, 1998; WYN-JONES & SELLWOOD, 2001).

Em muitos paises, incluindo o Brasil, o padraond@itoramento das bacias hidricas
estabelecido pelos 6rgados reguladores continuaattasea presenca de indicadores
bacterianos (enterococos, coliformes fecais edpfaira acessar a qualidade microbiolégica
da agua. Entretanto, os indicadores bacterianos seenpre refletem o risco potencial da
transmissao de outros agentes como 0s virus edéitONG & LIPP, 2005). O HAV,
assim como os demais virus entéricos, € mais eagish degradacédo do que os indicadores
bacterianos (SHUVAL, 1971), podendo estar presemteéiguas onde os niveis bacterianos
se encontram dentro dos padrbes de qualidade (@RIEE al, 1999; NOBLE &
FUHRMAN, 2001). Aguas de recreacdo, que nio sofnemhum tratamento sanitario,
podem conter virus, apesar de serem consideradgsigs para o banho segundo a
legislacdo vigente (GERBAt al, 1979; GOYALet al, 1984). De acordo com METCALF
& JIANG (1998), atribuir seguranca em termos salnsapara aguas de recreacdo, quando
as bactérias indicadoras estdo dentro dos paddesderados satisfatorios, € admitir ou
aceitar uma falha, com sério potencial de risc@ @asaude, uma vez que a presenca de
virus ndo pode ser descartada.

A maior dificuldade na implantacdo da pesquisavitas em aguas ambientais
esbarra no fato de que cada amostra apresentaecistizas Unicas para o isolamento,
concentracdo e deteccdo de virus. Dependendoaddipmostra de 4gua, esta pode conter
grande quantidade de sais, acido humico, matergidnico e organismos de vida livre.
Esses materiais podem bloquear os filtros, elimogawvirus durante a concentracdo e/ou
inibir a reacdo de PCR (IIZERMARt al, 1997). Por essas razdes e pelos baixos niveis de
virus freqlentemente encontrados em amostras ataisici®@ necessaria uma etapa de
concentracdo antes da deteccdo das particulas. \Emai geral, os métodos de concentracéo
se baseiam em adsorcdo em matrizes carregadaygaait negativamente (membranas,
fibras de vidro, de p6 ou de algodao), precipitac&dimentacdo sobre influéncia de forca
centrifuga, filtracdo, migracdo em campo elétrisgencdes imunoquimicas (BOSE@Hal.,
2008).

O método de adsorcado-eluicdo utilizando membraagggadas positivamente tem
sido utilizado para a recuperagao viral em amostnaBientais (MEHNERet al, 1997;
QUEIROZet al, 2001; FONG & LIPP, 2005). No entanto, algunsiéss ja demonstraram
que a utilizacéo do extrato de carne para eluigdmdcentrado pode inibir a PCR, de forma

que protocolos envolvendo adsorcéo-eluicdo comg8ekiinorganicas tem se apresentado
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como uma alternativa quando a deteccdo viral ézesll por métodos moleculares.
(KATAYAMA et al, 2002; FONG & LIPP, 2005;).

No Brasil, diversos estudos, basearam-se no métledarito por Katayama e
colaboradores (2002), que utiliza membrana careega&gativamente, para a concentracao
de virus entéricos (VILLARt al, 2006; 2007; de PAULAL al, 2007; DINIZ-MENDE Set
al., 2008; MIAGOSTOVICHet al, 2008). Estes estudos vem apresentando umaxmdda
deteccdo desses virus enteéricos.

Uma vez detectados 0s virus, esbarra-se em mais dificaldade que é a
determinacdo do potencial de risco destes patégéhoseja, o real risco que a populacéo
encontra ao entrar em contato com uma agua cordadmindo € bem conhecido. Diversos
estudos vém sendo conduzidos para a determinagée dsco a saude humana (VERHOEF
et al, 2008; WONGet al,, 2009).

Alguns estudos ja foram realizados no Brasil pesqdo o HAV em amostras de
agua (VILLARet al, 2006; 2007; de PAULAt al, 2007). Para a realizacdo desses estudos
foram utilizadas diversas matrizes aquaticas, sendmesente estudo o primeiro a realizar
um monitoramento em uma matriz de agua salobrtar\élcolaboradores (2006) realizaram
um estudo de comparacdo de metodologias de coac@atre deteccdo do HAV em
amostras de agua de torneira, de agua de rio,uderameral e amostras de agua do mar. O
estudo concluiu que embora influencie o PCR quaidao método de concentracdo néo
influencia a deteccdo quantitativa do virus. Dertranslo que o PCR em tempo real é
bastante eficaz na deteccdo do HAV em aguas atalsie®e Paula de colaboradores
(2007), realizaram um estudo na Bacia Amazonicareseguiram detectar o HAV em
amostras de agua utilizando tanto o PCR qualitatjuanto o quantitativo sendo esse o que
demonstrou ser mais eficaz. Ambos os estudos bairia@im para o desenvolvimento da

pesquisa nessa area.

1.1.9.Prevencao e Controle

As medidas de prevencao e controle da hepatitevAnddevar em consideracao o
estado imunolégico da populacédo estudada e asgaiswias de transmissao da doenca. A
medida de controle mais eficiente da doenca évepgdo da contaminacao fecal das méos,
alimentos e 4guas (CDC., 1999). A medida de cantnwdis critica € a higienizacdo das
maos apos o uso de banheiro, antes do preparoirdentds e durante a execucdo de

atividades que facilitam a contaminacédo das maasdpse trabalha com criancas menores
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de dois anos de idade. Devido a dificuldade derotentla higiene pessoal de criangas, estas
devem ser impedidas do contato proximo com pessga®tiveis durante as primeiras duas
semanas da doenca ou por no minimo uma semanaoapparecimento dos sintomas.
Alguns autores sugerem precaucOes entéricas sgbat@ médicos e outros profissionais
que cuidam de recém-nascidos, criancas e pacieatesncontinéncia fecal (FAVER®t

al., 1979; MORAISet al., 2006).

Uma das medidas profilaticas adotadas em casosudes de hepatite A é a
imunizacao passiva por meio da transferéncia pasivimunoglobulinas (IG) especificas
contra o virus da hepatite A. A imunizacdo pastavabém atua na atenuacdo da expressao
clinica da doenca em individuos infectados. A maficacia da imunizacdo passiva €
alcancada quando essa medida é adotada no peromzubacdo. ApOs esse periodo, a
administragdo intramuscular de IG humana anti-lep# apenas atenua os sintomas
clinicos da infeccao pelo HAV (CDC, 2006).

Outra importante medida de prevencao da hepatiéeaAsacinacdo. A estratégia de
vacinagdo disponivel consiste em duas doses, patdeacado de imunidade prolongada.
Estimativas usando modelos cinéticos sugerem quesnile protecdo podem persistir na
maioria dos vacinados por 20 anos ou mais (VAN DABIBt al, 1994; WIENSet al,
1996).

A disponibilidade de vacina contra a hepatie AMéme a oportunidade de diminuir
substancialmente a incidéncia da doenca e elimpioi@ncialmente a infecgéo. Devido a alta
incidéncia da doenca em criancas e 0 seu papiebani transmissdo do HAV, estas devem
ser o primeiro foco da estratégia de vacinacao.ua isclusdo na rotina do Programa
Nacional de Imunizacdo em criangcas poderia prewveniffeccdo em grupos etarios que
contribuem com pelo menos um terco dos casos, daéneliminar a maior fonte de
contaminagdo para outras criancas e adultos. Aaotie vacinacdo em criancas de
comunidades com altas taxas da doenca tem sidz efecprevencao e interrupgcao de surtos
nestas comunidades, o que causaria impacto n&nwalgeral da doenca (VITRAdt al.,
2008)
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

No Brasil, a hepatite A € considerada doenca ergtéaliamente disseminada. Nas
areas de alta endemicidade, a hepatite A é maisirnoem criangas com até 10 anos de
idade, mas nos grandes centros urbanos, o peifierepldgico da doenca vem sendo
alterado devido a implementacédo de medidas de iseme@, contribuindo para a reducédo do
contato com o HAV na infancia e, com isso, o destoento da doenca para grupos etarios
mais avancados como adolescentes e adultos joVERRAL et al, 2008). Esta mudanca
tem acarretado um nimero cada vez maior de crigusagptiveis com o aumento potencial
de surtos epidémicos, sendo a agua um dos priaaipaios de contaminacao (VITRAdt
al., 1998a; SANTO®t al, 2002; VILLAR et al, 2002).

As fezes de individuos infectados pelo HAV podemtepaté 19 particulas virais
infecciosas/grama e constituem a fonte priméarianfieccdo. O HAV é considerado um dos
virus mais estaveis no meio ambiente, permanecelelccioso mesmo api0s 0S Processos
de tratamento e desinfeccdo da agua sendo, pqrtamsiderado um importante patdgeno
de transmissdo hidrica (SOBSEaX al, 1988). A deteccdo de HAV em aguas é um
problema de saude publica, porque mesmo em baxaectracdes ele € capaz de causar a
hepatite A (CUTHBERT, 2001).

A Lagoa Rodrigo de Freitas esta localizada atragstinga de Ipanema e do Leblon,
processando seu balanco hidrico com o ambientenhwadtravés do canal do Jardim de
Alah. O aporte incessante de aguas servidas e tirianadlida que atingem esse corpo
d"agua lagunar vem prejudicando o comportamentcalilido e a qualidade da agua da
lagoa (ALVES et al, 1998). A contaminacdo da agua da lagoa por migamismos
patogénicos causada pelo lancamento de esgotorat@ola € um problema de grande
magnitude, pois pode levar ao aumento de casosaleds de veiculacdo hidrica como, por
exemplo, a hepatite A cujo agente etioldgico érdasmissédo essencialmente fecal-oral.
Suas aguas, embora poluidas, sdo o local prefpelds remadores da cidade. Ao redor da
lagoa estdo clubes tradicionais no remo, como Flgm®&asco (sede nautica) e Botafogo
(sede nautica), e outros de lazer, como CaicaPasgué.

A Lagoa Rodrigo de Freitas foi utilizada como modelle estudo para
monitoramento ambiental por ser regulamentada coma area de protecdo permanente
pela Lei Organica do Municipio do Rio de Janeiendo um ponto turistico e de lazer de

grande expressao na estrutura urbana da cidadeoddeRJaneiro, e que ao longo desta
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ultima década vem se caracterizando por um sulstanonento de problemas de natureza
fisico-ambiental (ALVES:t al,1998).
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3. OBJETIVOS

3.1.0Objetivo geral
- Aplicar métodos moleculares para avaliar a digsagdo do HAV em aguas de

recrecado de contato primario, utilizando como modelLagoa Rodrigo de Freitas,

localizada no Municipio do Rio de Janeiro, RJ.

3.2.0bjetivos especificos

- Detectar, utilizando o método de PCR em tempo f€agMan qRT-PCR), a
presenca do virus da hepatite A (HAV) em amosteadgilia em 12 pontos diferentes
da Lagoa Rodrigo de Freitas no periodo de 12 meses.

- Determinar os parametros fisico-quimicos das amawsie agua e avaliar sua
possivel relacdo com a presenca do HAV.

- Detectar e quantificar coliformes fecais nas dmesde agua e investigar sua
possivel relacdo com a presenca do HAV.

- Determinar os gendtipos dos isolados obtidos a@pdplificacdo, poNestedRT-
PCR e sequenciamento nucleotidico de um fragmentegiao VP1/2A do genoma
do HAV.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

A Lagoa Rodrigo de Freitas esta localizada na Kuiala Cidade do Rio de Janeiro,
possui espelho d'agua de 2,2 km?, profundidadeard#2,8 m e 7,8 km de perimetro, com
volume de aproximadamente 6.200.000 m3. Liga-smaopelo canal do Jardim de Alah,
que possui 800 m de comprimento e entre 10 e 18 tardura (FEEMA, 2008). E o local
preferido dos remadores da cidade e possui norgetne muitas areas de pratica de esporte

e lazer, podendo ser considerada uma possivel dententaminagéo pelo HAV.

4.2 Coleta e processamento das amostras

As coletas foram realizadas mensalmente, no pededagosto de 2007 a julho de
2008, totalizando 12 coletas, em pontos seleciaddanodo a abranger amostras de todo o
entorno da Lagoa e de um ponto central, incluinoittgs importantes como areas de lazer e
pratica de esportes, um ponto na desembocaduraidad® Macacos e um ponto na
desembocadura da lagoa na Praia do Leblon, préaisaida do canal de Jardim de Alah.
Para localizacdo dos pontos utilizou-se o sisteen@asicionamento global GPS (Garmin
etrex®Legend, EUA) (Figuras 4.1 e 4.2).

Em cada ponto foram coletados 2,5 L de agua, das QL foram utilizados para
concentracdo viral e 100 mL para a contagem ddoooles totais e fecais. O volume

residual de cada coleta foi descartado.
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43°12'31.83" Q Fluxo [[[[1]]]]] 10 Altitude dolporito de visdo  4.66 ki

Figura4.1l. Mapa geogréfico da Lagoa Rodrigo de Freitas, dhicipio do Rio de Janeiro,
RJ: localizacdo dos pontos de coleta (Fonte: Googdtarth).

Curva do Calomhbo Baixo Behé
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Pargue dos Patins Sede Mautica do Flamengo

Rio dos Macacos Desembocadura do Jd. de Alah na
Praia do Lebhlon

Figura4.2. Pontos de coletas, onde foram obtidas as anmrast do
presente estudo no periodo de agosto de 2007 a julte 2008.
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4.2.1.Parametros Fisico-Quimicos

Os parametros: temperatura (°C), condutividade ¢my/ oxigénio dissolvido
(mg/L), salinidade e turbidez foram mensuradoszatido-se o aparelho “Water quality
Checker” (Horiba® U-10, Irvine, CA, EUA) e os par@imos pH e cloro livre foram

mensurados no equipamento “Pocket colorimeter™{@atoveland, CO, EUA).

4.2.2.Quantificacéo dos Coliformes Totais e Fecais

Para a quantificacdo de coliformes totais e fegligou-se o conjunto de reagentes
Colilert®-18 (IDEXX Laboratories, Westbrook, EUA).

A quantificacdo dos coliformes fecais foi realizatlmante todo o estudo, dentro de
até duas horas depois de coletadas as amostrasin\gra coleta realizada em agosto de
2007, foram feitas diluicdes seriadas de base 1@ destilada, iniciando em™até 10
8 das amostras de agua da Lagoa Rodrigo de FrditaBjo dos Macacos e da Praia do
Leblon para a determinacédo da diluicédo a ser atiaz

As amostras coletadas nos dez pontos do entornmalag no ponto da
desembocadura na praia do Leblon foram transpartad@elo e analisadas sem diluicao e
nas diluicdes 16 e 10°. As amostras da desembocadura do Rio dos Macacams fo
analisadas ap6s diluices1@0% e 10°.

Foram adicionados 100 mL da amostra diluida a leade Quanti-Tray®/2000 .
Apés incubacdo de 24 horas a 35°C, foi realizadaitara de coliformes totais pela
visualizacdo direta, e a leitura de coliformes ifedai determinada com o auxilio de uma
lampada ultravioleta (Figura 4.3). Os resultados s3pressos como “ndmero mais
provavel” (NMP)/100 mL, de acordo com a tabela spnéada pelo fabricante, e
considerados ideais quando estavam dentro dose$imestabelecidos pelo Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) que é de 1.0@0iformes fecais por 100 mL de
agua, para aguas de recreacao de contato print@meo(é o caso da Lagoa Rodrigo de
Freitas). Contato primario € definido como o camtdireto e prolongado com a agua
durante atividades, tais como: natacdo, mergulmyieaquético, em que a possibilidade de
o banhista ingerir agua é elevada (CONAMA, resas¢@b7/2005, 274/2000).
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Figura4.3. Leitura de Coliformes Fecais com lampada
ultravioleta utilizando Cartela Quanti-Tray®/2000 do
conjunto de reagentes Colilert®-18. A — Cartela Qanti-
Tray®/2000 B — Lampada ultravioleta

4.2.3.Concentracao Viral das Amostras

O método de concentracdo viral utilizado foi o datagamaet al (2002), com
algumas modificacbes como a utilizacdo de um mré-fiAP-20 e utilizacdo de 15mL
hidroxido de sodio (NAOH) a 3 mM na etapa de elojgi invés de 10 mL de NAOH a 1
mM como descrito originalmente por Katayama. Asosimas foram submetidas ao
processo de clarificacdo, que consiste na remog&esiduos grosseiros mediante filtragéo
com pré-filtros AP-20® (membranas de 142 mm de diéon malha de Millipore),
utilizando um sistema de filtracdo Millipore (Mplre, Rio de Janeiro, Brasil) constituido
por uma bomba de vacuo, um recipiente de pressdm suporte para a colocacdo de
membranas (figura 4.4). Com excecdo das amostoasmuentes da Praia do Leblon, foram
adicionados as demais amostras 25 mL de cloretnadmésio a uma concentracéo final de
25 mM (MgCL Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). O pH foi ajustg@oa 5,0 com a adicdo de
acido cloridrico 6N (HCI Merck, Rio de Janeiro, 8ita
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Figura 4.4. Sistema de filtracdo Millipore®: 1,Bomba de
vacuo com mandmetros; 2,Recipiente de presséo;
3,Suporte de membranas.

Apos clarificacdo, as amostras foram filtradas ema membrana HA negativamente
carregada (142 mm de diametro, malha de 0,45 urhipde) acoplada ao Sistema de
Pressao Millipore. A membrana foi rinsada com 3%0d® acido sulfarico 0,5 mM (#$0O,
Merck, Rio de Janeiro, Brasil). Os virus foram @&bsi em 15 mL de hidroxido de sédio
3 mM, pH 10,5 (NaOH Vetec, Rio de Janeiro, Brasitjavés de agitacao por 5 minutos. O
eluato foi neutralizado pela adicdo de 50 pL d&® 50 mM e 50 pL de tampéo Tris-
EDTA (TE) 100x (10 puM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0). Quato neutralizado foi transferido
para uma unidade do concentrador Centriprep® YMMBlipore, Rio de Janeiro, Brasil)
(Figura 4.5), seguido de centrifugacao a 1500 »rgl® min a 4°C, até obter volume final

aproximado de 2 mL.

Figura 4.5.Concentrador
Centriprep® YM- 50, Millipore.
1, Tubo coletor; 2, Recipiente
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4.3. Extracao do HAV-RNA

A extracdo do RNA viral foi realizada em todas a® lamostras coletadas
utilizando-se o conjunto de reagentes comerciahgen Viral RNA Kit” (Qiagen, Valencia,

Espanha) que € baseado na adsorcao dos acidososiélg particulas de silica.

4.3.1.Qiagen Viral RNA Kit (Qiagen, Valencia, Espanha)

Este método fundamenta-se na ligacéo especifiG@N\ioviral a uma membrana de

silica gel enquanto os contaminantes passam atdaw@&mbrana, sendo entdo eliminados.

Materiais:

- Conjunto de reagentes comerciais para extracea@é@®, Valencia, Espanha)
- Etanol 100%

Método:

O RNA viral das amostras de agua foi extraido asiido-se um conjunto de
reagentes comercial seguindo as instrucfes docéatteé. A cada tubo devidamente
identificado contendo 560 uL do Tampéao AVL (“Vidaysis Buffer”) foram adicionados
140 puL da amostra de agua correspondente. ApoOs demaizacdo e incubacdo em
temperatura ambiente por 10 minutos, foram adiciosa560 pL de etanol a 100% e
novamente homogeneizado. Esta solucao foi tradsfgrara colunas e submetidas a uma
centrifugacdo de 6000 x g por 1 minuto em centaféxcelsa Il (FANEM, Séo Paulo,
Brasil). Os tubos coletores das colunas foram dest@s e novos tubos foram recolocados.
Apé6s adicdo de 500 pL do tampdo AW1 (“Washer buff§r para lavagem da coluna,
procedeu-se outra centrifugacédo de 6000 x g pomut;m Novamente, os tubos coletores
foram descartados e novos tubos foram recoloc&awam adicionados 500 pL do tampéo
AW2 (“Washer buffer 2”) para segunda lavagem; dsras foram centrifugadas a 20000 x
g durante 4 minutos e mais uma vez os tubos cekeforam removidos. As colunas foram
colocadas em tubos conicos estéreis de poliestidcend,5 mL e, em seguida, foram
adicionados 60 pL do tampdo AVE (“Elution buffegara eluicdo do RNA. As colunas

foram submetidas a centrifgacdo de 6.000 x g poniduto e posteriormente, foram
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descartadas, sendo os tubos conicos estéreis domeRNA viral estocados a -70°C até o

momento de sua utilizacdo para sintese do cDNA.

4.4. Transcricao reversa

Materiais:

- Randonprimer 20 pmol/uL (Invitrogen, Escoécia)
-dNTP 1,25 mM (Promega,WI, EUA)

-DTT 0,1 M (Invitrogen, CA, EUA)

- RNAsin 1 U/uL (Invitrogen, Escécia)

- Tampao (5x) da enzima Superscript IIRH(SS I11)

- Enzima Superscript Il " 1 U/uL (Invitrogen, CA, EUA)

Método:

Em 10 pL do RNA viral, foi acrescentada uma misttoatendo 0,5 uL de RNAsIn
(inibidor de RNases), 2 pL de randgonimer e 2 pL de dNTP. As amostras foram
incubadas a 65°C durante 5 minutos e, em segudascntamos em cada tubo: 4 pL do
tampéo da enzima, 2 uL de DTT e 1 pL da enzimallS8d amostras foram incubadas a
55°C durante 60 minutos para ocorrer a transcrig@rsa do RNA em cDNA. Logo apés, a
enzima foi inativada pela incubagédo das amost@s°@ durante 10 minutos e o material
estocado a -20°C.

O mesmo produto obtido da transcricao reversatiiimado para a reacdo em cadeia
pela polimerase convencional (RNestedPCR “in house”) e para a PCR em tempo real
(QRT-PCR).

4.4.1.PCR em tempo real (TagMan gRT-PCR)

4.4.2 Preparo da curva padrao para a PCR em tempo real

Uma amostra de HAF-203 (cepa de HAV, isolada decaso agudo de hepatite A e
que foi primeiramente isolada no Brasil por Gasgpeolaboradores em 1992) foi extraida e

amplificada, utilizando-se oligonucleotideos initwees de polaridade positiva e negativa
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para a regido 5'NC (quadro 4.2), originando fragogerde 400 bp, que foram entdo
sequenciados para a confirmacéo da presenca do d®NHAV. O produto de PCR foi
clonado no vetor TOPO PCRII (Invitrogen, Carlsb@d, EUA). O plasmidio resultante foi
introduzido emEscherichia colie os clones com insertos foram selecionados utdizase a
enzima EcoRlI, posteriormente isolados por meio ré@gracdo de DNA plasmidial. Uma
vez extraido, a concentracdo deste DNA plasmidml determinada por leitura de
absorbancia a 280 nm em dois espectrofotometro®dB0, Beckman Coulter, Fullerton,
CA, EUA e NanoDrop" 1000 , Wilmington, DE, EUA). Para conversdo doul@slo

dessas quantificacGes para a unidade de medidasfidbj utilizamos a seguinte formula:

Concentracao (g/ul) (8,022 x 16°)

[tamanho do plasmidio (PB)] x660

Em seguida, o DNA plasmidial foi diluido em sériss logo para construgdo da
curva padrao e controle positivo do HAV para a R&iRtempo real para determinagao da
sensibilidade do método. As diluicbes utilizadasiio de 1,3 x 19 1,3 x 16; 1,3 x 16;

1,3 x 1d; 1,3 x 16; 1,3 x 16 e 1,3 x 10 copias/mL. Com essas diluicdes, verificou-se o

coeficiente de regressao lineaf R de inclinagéo.

4.4.3.Controle positivo da reacdo de PCR em tempo real

Para obtermos um controle positivo de cada matyiratica utilizada nesse estudo
inoculamos a cepa HAF-203 experimentalmente em @asode 2 litros de &gua obtidas do
ponto da desembocadura da Lagoa no Rio dos Maeadosponto da desembocadura da
Lagoa na Praia do Leblon. As amostras da LagoaRialtoram inoculadas com 2,36 x°10
copias/mL e a amostra do ponto de desembocadufagda na Praia com 1,3 x “0
copias/mL do HAV.

4.4.4.Reacao de PCR em tempo Real

Nesse estudo, a metodologia utilizada para detetgdimagmento da regido 5'NC do
genoma do HAV e para determinar a carga viral masstras de agua foi descrita por
JOTHIKUMAR e colaboradores (2005).
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Materiais:

- Agua Dnase/RNase free (GIBCO/Invitrog@arisbad, CA, EUA)

- Master mix - 1x TagMan Universal PCR Master Mitanjpdo, dNTP com UTP,
ampERASE UNG e AmpliTaq Gold DNA polimerase) (RadNeva Jersey, EUA)

- Assay by design (300 nM de cagaimer e 150 nM de sonda) (Gentec, Applied
Biosystems assay, CA, EUA)

- Placa de poliacrilamida.

Método:

Foram sintetizados oligonucleotideos especificaa pegido 5’'NC do HAV e uma
sonda marcada na extremidade 5° com o “repdrter 'FFARlizando o software Primer
Express V2.0 (TagMan gene expression assay, Apdiesystems, CA, EUA). Os

oligonucleotideos e sonda utilizados nessa reagtao descritos no quadro 4.1.

Quadro4.1 - Oligonucleotideos e sonda da regidao 5’'NC derpma do virus da hepatite A
utilizados na reacdo de PCR em tempo real.

Oligo e Sonda Polaridade Posicdo no genoma Sequéngs 3’
Senso Positiva 86-109 TGCAGGTTCAGGGTTCTTAAATC
anti-senso Negativa 219-240 GAGACCCTGGAAGAAAGAAGA
sonda _ 198-218 FAM ACTCATTTTTCACGCTTTCTG

T= Timina; G= Guanina; C=Citosina; A=Adenina

As reagbes de gRT-PCR foram realizadas utilizamdo-sistema 7500 da Applied
Biosystems de PCR em tempo real. Para cada cofoidareparado em banho de gelo uma
mistura contendo 12,5 pL de TagMan Universal malster (tampao, dNTP com UTP,
ampERASE UNG e AmpliTaq Gold DNA polimerase) (RacNew Jersey, EUA), 1,25 uL
de assay by design (300 nM de cada oligo e 150 @kbdda) (Gentec, Applied Biosystems
assay, CA, EUA) e 6,25 pL de Agua Dnase/RNase(fB#BCO/Invitrogen,Carlsbad, CA,
EUA). O tampdo de PCR contém 5-carboxy-X-rodamibeRQX) (500 nM) como
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referéncia passiva para normalizacdo das reacdeso @Gicrolitros de cDNA e de cada

ponto da curva padrao foram adicionados em 20 prhidtura de PCR. A placa contendo as
amostras foi submetida as seguintes condi¢céesa @iagal a 50°C durante 2 minutos, para
descontaminacéo inicial da placa com Uracil-N-dglilzse (UNG), e ap0s uma etapa de
desnaturacdo a 95°C por 10 minutos, as amostras feubmetidas a 40 ciclos de 95°C
durante 15 segundos e 60°C durante 1 minuto. Tadaamostras foram testadas em
duplicata. A fluorescéncia foi detectada ao fireledapa de hibridizacdo da sonda. O valor
de G (cycle thresholfifoi fornecido automaticamente em cada corridaeBslor refere-se

ao numero do ciclo no qual a fluorescéncia é dadectcaracterizando a amplificacdo da

amostra.

4.5.Reacédo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR):

Para deteccdo de fragmento da regido VP1/2A dongardo HAV foi utilizado o
protocolo descrito por dePAULA e colaboradores 2300

A fim de evitar contaminacdo na PCR, todas as stdpaamplificacdo e também as
corridas eletroforéticas foram realizadas em ssdgmradas. Em todas as reacdes, desde a
extracdo do RNA viral, foram incluidas amostras‘@gua ultrapura” (DNase/RNase free
GIBCO/Invitrogen,Carlsbad, CA, EUA) como controles negativos e umitrcte positivo
do virus (cepa HAF-203).

Materiais:

- Agua Dnase/RNase free (GIBCO/Invitrog@arlsbad, CA, EUA)

- 5 pmol/uL de oligonucleotideos especificos, déanuaade positiva (F6) e polaridade
negativa (F7)

-dNTP 1,25 mM (Promega,WI, EUA)

- MgCL, 25 mM (InvitrogenCarlsbad, CA, EUA)

- Tampéao (10x) da Taq polimerase PCR (Invitrogear)sbad, CA, EUA)

- Enzima Taq DNA polimerase 5 U/uL (InvitrogenriSbad, CA, EUA).
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Método:

No interior dos tubos de poliestireno de 0,5 mtafo colocados 9,7 uL de agua
Dnase/RNase free, 2,5 pL de tampéao Taq polimef#»q,(1,5 puL de MgGl 4 uL dNTP,
1 pL de oligonucleotideos F6 e F7, 0,5 pL de TAQinperase e 5 pL do cDNA. Em
seguida as amostras foram colocadas em um termdoic{TC-312, AnaliticaMunique
Alemanha) apo0s a desnaturacédo inicial em 94°C thudaminutos, foram submetidas a 30
ciclos de amplificacdo. Cada ciclo consistia deC94furante 30 segundos para a
desnaturacdo, 40°C durante 30 segundos para hdyg&ti dos oligonucleotideos, 72°C
durante 1 minuto para sintese do DNA. Apos o Ulticiedo, uma etapa de 72°C por 7
minutos foi incluida para alongamento final dasetasl de DNA. Em seguida, as amostras

foram submetidas a um segundo ciclo de amplificd@doNestedPCR).

4.5.1.RT Nested-PCR:

Materiais:

- Agua Dnase/RNase free (GIBCO/Invitrog@arisbad, CA, EUA)

- 5 pmol/uL de oligonucleotideos especificos, déanmade positiva (F8) e polaridade
negativa (F9)

-dNTP 1,25 mM (Promega, Madison, WI, EUA)

- MgCL, 25 mM (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA)

- Tampéao (10x) da Taq polimerase (Invitrogen, GadsCA, EUA)

- Enzima Taq DNA polimerase 5U/uL (Invitrogen, SBhad CA, EUA)

Método:

No interior dos tubos de poliestireno de 0,5 mlaforacrescentados 13,7 uL de agua
Dnase/RNase free, 2,5 pL de tampéao Taq polimef#»q,(1,5 pL de MgGl 4 uL dNTP,
1 pL de oligonucleotideos F8 e F9, 0,5 uL de TAGnperase e 2 uL do produto da PCR 1.
As amostras foram colocadas no termociclador (TZ-3nalitica, Sdo Paulo, Brasil) e
apos desnaturacao inicial em 94°C durante 4 mindidoam submetidas a 40 ciclos de

amplificacdo. Cada ciclo consistia em: 94°C dur@&@tesegundos para desnaturagao, 48°C
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durante 30 segundos para hibridizacéo dos oligentideos, 72°C durante 1 minuto para a
sintese do DNA e, por ultimo, seguiu-se uma elofigagdicional de 72°C durante 7
minutos.

No quadro 4.2, sdo descritos os oligonucleotidébsados na reacédo de RT e PCR.

Quadro4.2 - Oligonucleotideos utilizados na reacdo de PGRseqlenciamento da regido VP1/22
do genoma do virus da Hepatite A.

Oligonucleotideo Polaridade Posicdo no genoma Seqigéa 5 3’
F6 positiva 2897 TATTCAGATTGCAAATTAYAAT
F7 negativa 3288 AAYTTCATYATTTCATGCTCCT
F8 Positiva 2949 TTGTCTGTYACAGAACAATCAG
F9 negativa 3192 AGGRGGTGGAAGYACTTCATTTGA

T= Timina; G= Guanina; C=Citosina; A=Adenina; Y=00 T; R=Aou G

4.5.2.Eletroforese em gel de agarose

Materiais:

- Tampao Tris/Acetato/EDTA (TAE) (50x: 242 g Tria&/ 57,1 mL acido acético glacial/
100 mL de EDTA 0,05 M; pH 8,0)

- Tampao carreador da amostra (50% de glicero%0j¢ azul de bromofenol, 0,4% de
xileno cianol)

- Brometo de etideo (EtBr) — 0,5 pg/mL

- Agarose 1,5% em tampéao TAE (Tris-Acetato-EDTAntemdo 0,5% de EtBr

- Padrao de peso moleculaX174 DNA/Hae Il fragmentsl) (Invitrogen, Carlsba@A,
EUA)

Método:

Uma aliquota de 10 pL do produto da reacdoNestedPCR foi submetida a

eletroforese (100 volts durante 60 minutos) emdgekhgarose a 1,5% contendo 0,5% de
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brometo de etidio, em tampé&o TAE. O marcador de pedeculardX174 foi colocado em
um orificio em cada gel para determinacdo do tamalds bandas obtidas na reagcédo de
PCR. Apé6s corrida eletroforética, o gel foi examdmaem luz ultravioleta no
transiluminador (TMW-20, UVP Imagestore, CA, EUA3ra visualizacdo das bandas de
DNA de 247 pares de bases.

4.6. Sequenciamento do Produto de PCR

As amostras cujos produtos da amplificacdo da oegi@1/2A  por PCR
apresentaram padrdo de bandas de 247 pares dedbgekde agarose foram selecionadas
para serem sequenciadas.

Primeiramente, foi realizada novalested PCR em um volume final de
aproximadamente quatro vezes maior (104 uL) parabser uma quantidade maior do
produto amplificado. Em seguida, essas amostrasnf@aplicadas em gel de agarose 1,5%
para verificagdo do padrdo de bandas e para cogfimatmm as concentracdes de massa,
utilizando como padrdo o Low DNA Mass Ladder® (trwgen,Carlsbag CA, EUA). O
produto da PCR das amostras foi purificado pelodesgolunas segundo as instrugcbes do
fabricante, utilizando-se o0 conjunto de reagentemerciais de purificacdo de PCR
(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Prom&gmdison, WI, EUA).ApGs esse
processo, o DNA foi quantificado em um espectrafatio (NanoDrof" 1000
Wilmington, DE, EUA) e as amostras que possuiamsnie 30 ng de DNA foram

submetidas a reacdo de seqienciamento.

Materiais:
- Conjunto de reagentes comerciais de purificaggB@R (Promega, Madison, WI, EUA)

- Etanol 70%

Método de purificacdo do produto da PCR por cargatao:

Ao volume final obtido da reacdo de PCR 2 adiaiese igual volume da solugéo de
ligacdo de membrana fornecida pelo conjunto deergag. Logo apos, foram processadas 3

etapas: ligacdo do DNA, lavagem e eluicdo. Na @raretapa (ligacdo do DNA), inseriu-se
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a minicoluna a um tubo coletor, transferiu-se aungsdo produto da PCR com a solucéo de
ligacdo de membrana para essa minicoluna e incs®a@utemperatura ambiente durante 1
minuto. Posteriormente, centrifugou-se a 16.000 gugante 1 minuto, descartou-se o
residuo e recolocou-se a minicoluna no tubo cal&tarsegunda etapa (etapa de lavagem),
adicionou-se 700 pL da solucédo de lavagem de meral{certificando-se de que o etanol
foi adicionado seguindo instru¢cdes do fabricantehtrifugou-se novamente a 16.000 x g
durante 1 minuto, descartou-se o residuo e a nhimadoi recolocada no tubo coletor. Essa
etapa de lavagem foi realizada mais 1 vez vezatitio-se 500 pL de solucdo de lavagem.
Na ultima etapa (elui¢cdo), cuidadosamente transB&ia minicoluna para um tubo conico
estéril de poliestireno de 1,5 mL, onde foram adiados 50 uL de agua Dnase/RNase free,
incubado a temperatura ambiente durante 1 mingngifugou-se a 16.000 x g durante 1
minuto. Em seguida, descartou-se a minicoluna &lA @i estocado a -20°C.

4.6.1.Reacao de Sequenciamento

Materiais:

- Agua RNA/DNAse free (GIBCO/Invitrogen, Carlsb&\, EUA)

- Oligonucleotideos especificos, de polaridadetpasiF8) e negativa (F9) — 3 pmol/uL
- Placa de poliacrilamida

- DNA guantificado (aproximadamente 30 ng)

- Conjunto de sequenciamento “Big Dye” (Big Dye®rmenator 3.1 Cycle Sequencing Kit,
Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA).

- Tampéao “Big Dye” (Tampéao de Seqienciamento)

Método:

Em cada orificio da placa foram adicionados apraxiamente 30 ng de DNA, 1uL
de oligonucleotideos (senso ou antisenso), 0,51fk)(do marcador “BigDye” mix e 1,75
puL de tampéo (2,5x), sendo o volume final da reaf@dOuL. Ambas as fitas de DNA
foram sequenciadas, utilizando-se um Unico oliglmiitleo por reagdo. Em seguida, as
amostras foram colocadas em um termociclador “GAngp PCR System 9700’e

submetidas a 40 ciclos de amplificacdo. Cada cetwistia de: 96°C durante 10 segundos,
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50°C durante 5 segundos e 60°C durante 4 minutesq@enciamento e a leitura automatica
das sequéncias foram feitos utilizando-se o equepém“DNA analyzer 3730 (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA).

As reacdes de sequenciamento desse estudo forasrealizadas na Plataforma de
Sequenciamento de DNA do Prgrama de Desenvolviméatnologico em Insumos para
Saude (PDTIS)/FIOCRUZ.
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4.6.1.1. Analise filogenética das sequéncias

As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizandosse programa blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.go/blast/) e comparadasmcooutras sequéncias conhecidas
disponiveis no GenBank. Para a construcdo da ardogenética, sequéncias de 218
nucleotideos (posicao 3024 a 3191) da regido VPt24enoma do HAV foram alinhadas
utilizando-se o programa CLUSTAL W (THOMPSGH# at 1997). A analise filogenética
das sequéncias foi realizada utilizando-se o sosftWEEGA 4 (TAMURA et al, 2007) e a
distancia genética calculada pelo modelo de dai&npetros de Kimura (FELSENTEIN,
1993), utilizando o métodbleighbor-joining (SAITON & NEI, 1987)com bootstrapde
2000 réplicas.

4.7. Andlise estatistica

Os dados obtidos durante as coletas foram codifs&cgubr meio de ndameros e
armazenados em um banco de dados criado no proghacess 97 (versao 6.0). Foi
realizada estatistica descritiva com calculos églféncias, média + desvio-padrao e valores
minimo e maximo.

Para comparacdo entre variaveis categéricas, autie o teste qui-quadradg’
com correcao de Yates quando apropriado.

A correlacao entre variaveis que apresentaramhiigtio normal (de acordo com o
teste de Kolmogorov-Smirnov) foi realizada atradéscoeficiente de correlacéo linear de
Pearson (r), e a correlagdo entre variaveis quepadsaram no teste de normalidade foi
realizada através da analise por postos (provgpdar®an;d.

Um valor dep < 0,05 foi considerado estatisticamente signiiedroda a analise
estatistica foi realizada utilizando o o pacotetiSieal Package for the Social Sciences
(SPSS for Windows, release 12.0; SPSS Inc., Chjdago
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5. RESULTADOS

5.1 Parametros Fisico-quimicos

A tabela 5.1 apresenta os valores para média Hal@sdréo, valores minimo e
maximo de pH, condutividade (mS/cm), turbidez (UN®¥Xigénio dissoolvido (mg/L),
temperatura (°C), cloro livre (mg/L) e salinidadé)(obtidos para os 12 pontos de coleta
durante os 12 meses de estudo. As figuras 5.1-6sfram as variacbes mensais de cada um

dos parametros avaliados, nos 12 meses de estudo.
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Tabela 5.1 . Analise univariada dos parametros fisico-quiinos da dgua mensurados em cada ponto de coletalragoa Rodrigo de Freitas, RJ, no periodo
de agosto de 2007 a julho de 2008.

Pont
ontos Curva do ) _ Sede Naut do Clube Parque dos  Sede Naut. Jardim de Clube ) Rio dos Praia do
Calombo Baixo Bebé . ) ) Central Pedalinhos
A V. da Gama Naval patins do Flamengo Alah caicaras Macacos Leblon
Parametros
" 8,66+0,98 8,50+0,79 8,66+0,77 8,41+0,79  8,16+0,38 8,41+0,66 8,25+0,62  8,50+0,67  8,33%0,65  8,33%0,77  7,41+1,08  8,00+0,85
p
(7,00-11,00)  (7,00-9,00) (7,00-9,00) (7,00-9,00) (8,00-9,00) (7,00-9,00) (7,00-9,00) (7,00-9,00) (7,00-9,00) (7,00-9,00) (5,00-9,00) (6,00-9,00)
17 5046.23 16,66+5,64  16,91#5,72  16,25#6,25 17,00#5,47 17,50+6,30 16,33%5,83 17,08+6,05 17,41+590 17,25+5,86 5,66+3,86 50,16+7,82
6,
CE (mS/cm) (12,00-28,00) (12,00- (12,00- (8,00- (12,00- (12,00- (11,00- (12,00- (12,00- (12,00- (0,00- (28,00-
' ’ 28,00) 28,00) 29,00) 28,00) 29,00) 28,00) 29,00) 28,00) 29,00) 15,00) 56,00)
16,9143,96  19,83#4,73  17,08+3,91 20,75%8,65 17,50+4,31 16,58+4,16 19,25+5,78 17,25+4,09 14,0846,66 8,83+7,51
21,25+9,28 16,16%5,40
Turb (unt) (7,00- (10,00- (9,00- (10,00- (9,00- (8,00- (9,00- (10,00- (7,00- (0,00-
(6,00-43,00) (8,00-28,00)
21,00) 21,00) 25,00) 41,00) 28,00) 21,00) 31,00) 24,00) 27,00) 24,00)
8,83+1,11 8,83+1,33  8,58+1,08 8,58+1,31  8,66+0,98  8,41+1,16  8,75%x1,13  9,08+£3,28  8,16+1,40
8,83+1,02 8,660,98 8,66%1,15
OD (mg/L) (6,00- (5,00- (6,00- (6,00- (6,00- (6,00- (6,00- (0,00- (5,00-
(6,00-10,00) (6,00-10,00) (6,00-10,00)
10,00) 10,00) 10,00) 10,00) 10,00) 10,00) 10,00) 13,00) 10,00)
" 26,83+2,44  26,91+2,67 27,00£2,55 27,00+2,66 27,16%2,79 27,08+2,81 27,00+2,89 26,58+2,74 26,91+2,96 2558+2,23 24,66%1,72
+2,
Temp (°C) (23.00-30,00) (23,00- (23,00- (23,00- (23,00- (23,00- (23,00- (23,00- (23,00- (23,00- (23,00- (22,00-
' : 30,00) 30,00) 31,00) 30,00) 31,00) 32,00) 31,00) 30,00) 31,00) 29,00) 27,00)
Cloro (mgiL) 0,150,17 0,09+0,07 0,160,14 0,26+0,15  0,23#0,13 0,19+0,18 0,11+0,15  0,10+0,14  0,12#0,10 0,08+0,11  0,00+0,00  0,08%0,15
oro (mg
(0,00-0,60)  (0,00-0,30)  (0,00-0,40)  (0,00-0,50) (0,00-0,50)  (0,00-0,60)  (0,00-0,40) (0,00-0,50) (0,00-0,30) (0,00-0,30) (0,00-0,00) (0,00-0,50)
Salinidade 1,04+0,40 1,00+0,36 1,00+0,37 0,96+0,40  1,01+0,35 1,04+0,40 0,98+0,39  1,02#0,39  1,04#0,40 1,02+0,39  0,304#0,23  3,45%0,25
(%) (0,69-1,77)  (0,69-1,73) (0,70-1,74)  (0,46-1,79) (0,70-1,73)  (0,69-1,79)  (0,62-1,76) (0,70-1,80) (0,69-1,77) (0,69-1,80) (0,01-0,89) (2,72-3,71)
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Figura5.1. Variacdo de pH na Lagoa Rodrigo de Freitas, n®io dos Macacos e na Praia do
Leblon, no periodo de agosto de 2007 a julho de 0
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Figura 5.2. Variacdo de condutividade (mS/cm) na Lagoa Rado de Freitas, no Rio dos Macacos
e na Praia do Leblon, no periodo de agosto de 208@7ulho de 2008.
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Figura 5.7. Variacdo de salinidade (%) na Lagoa Rodrigo dEreitas, no Rio dos Macacos e na
Praia do Leblon, no periodo de agosto de 2007 all de 2008.

5.2. Coliformes Fecais

As diluicbes seriadas sO foram realizadas na [mameleta. Com a analise dos
resultados foram escolhidas as diluicdes a serédiradas durante o estudo, seguindo uma
margem de seguranca. As amostras do Rio dos Madas as Unicas com diluicdes
diferenciadas, por se tratar de uma area com grgpaite de esgoto.

Os resultados dos coliformes fecais foram expresdesacordo com a tabela
apresentada pelo fabricante, em nimero mais prb(fd¥P)/100 mL (tabela 5.2), e foram
considerados satisfatérios quando se encontravamixcaldo limite determinado pelo
Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA). A t&b&.2 e a figura 5.8 apresentam
os valores obtidos de coliformes fecais nos dor¢gsade coleta durantes os doze meses de

estudo.
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Tabelab.2 Valores da analise microbioldgica de coliformedgcais em NMP/100mL das amostras coletadas na LagRodrigo de Freitas, Rio dos
Macacos e Praia do Leblon no periodo de Agosto d8@ a Julho de 2008.

Pontos Parque

Curvado  Baixo Clube Jardim Rio dos Praia do

Calombo beba Vasco N dols Flamengo JelAah Caicaras Central Pedalinhos Y.
Meses Patins
Agosto 548 870 755 549 496 446 507 792 756 629 860 630
Setembro | 722 824 599 373 706 960 310 100 1111 432 12400 7170
Outubro | 496 757 294 504 368 1290 2952 612 203 236 13000 504
Novembro | 74 104 144 310 386 345 359 116 630 134 7358 30
Dezembro | 10 74 31 41 20 92 75 10 100 10 2180 41
Janeiro 328 272 322 111 377 546 8704 6294 170 91 3224 669
Fevereiro | 74 518 276 175 116 20 393 63 100 96 4471 934
Marco 126 30 185 84 100 234 234 10 10 121 5348 450
Abril 222 194 160 295 116 74 235 67 233 1388 5120 164
Maio 38 104 1946 61 644 195 12760 1430 605 75 1354 239
Junho 55 10700 12 763 488 269 1362 249 216 132 8960 289
Julho 58 240 250 68 60 238 7520 331 70 172 5912 9528

Em destaque pode-se observar os valores de colifas fecais acima do limite considerado satisfatéripelo CONAMA (resolugbes 357/2005,

274/2000) que é de 1000 coliformes fecais em cafarhlL de agua.
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Figura 5.8. Variacdo de coliformes fecais por ponto de @ih na Lagoa Rodrigo de Freitas, no Rio dos Macacesna Praia do Leblon, no periodo de
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44



Monitoramento do virus da hepa#itea Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio de Janeiro.  Mendes, ACO.

5.3.PCR em tempo real (TagMan qRT-PCR)

Todas as 144 amostras de agua obtidas neste dstado analisadas em duplicata
por PCR em tempo real. O RNA do HAV foi detectado3. (21,53%) das 144 amostras.

Todos os pontos de coleta tiveram o HAV detedtpdmtificado por gRT-PCR em
pelo menos uma das coletas realizadas, e a freqidaceteccdo do HAV variou de uma a
guatro amostras positivas por ponto de coleta. diando niamero de coépias variou de 13
até 243 copias/mL. Em caso de divergéncia de esfgtentre as duplicatas, a amostra era
retestada para confirmacédo do resultado. Do t&dl4#t amostras, 32 foram submetidas a
repeticdo e, dessas, quatro amostras foram reamesitivas.

Foi realizado um controle positivo da reagdo pasatr@és matrizes aquaticas
analisadas neste estudo: agua da Lagoa, agua d@&é@mbocadura da Lagoa na Praia do
leblon) e 4gua de Rio (desembocadura da Lagoamdd®i Macacos). Os resultados obtidos

deste experimento podem ser observados na tal3ela 5.

Tabela5.3 Controle positivo do virus da hepatite A em di#rentes matrizes aquaticas (Lagoa,
Rio e Mar), utilizando os métodos de concentracdoiral com membrana carregada
negativamente e PCR em tempo real (TagMan qRT-PCR).

Matriz aquatica Numero de Copias Numero de Copias Taxa de recuperacao
Inoculadas recuperadas

Agua de Lagoa 2,36 x 10 1,81 x 10 2%

Agua de Rio 2,36 x 10 4,91 x 16 1,4%

Agua de Mar 1,3x 1d 1,76 x 16 27%

A sensibilidade do método de gRT-PCR utilizado eesstudo foi determinada
utilizando-se diluicdes seriadas de transcritosld¥-RNA sintético contendo de 1,3 x %0
1,3 x 16; 1,3 x 16; 1,3 x 1¢; 1,3 x 16; 1,3 x 16; 1,3 x 10 copias/mL. O limite de
deteccéo desta técnica foi de 13 cépias/mL (1,3)xfiGura 5.10) .
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Figura5.9. Andlise da sensibilidade do PCR em tempo realijtilizando-se
transcritos de HAV- RNA sintético (10-10"). Curva de amplificacdo das
diluicdes seriadas dos transcritos de HAV.

A linearidade da curva padréo foi verificada emsediluicdes 1,3 x 1@ 1,3 x 10
copias/mL, apresentando coeficiente de regresséaarl(R) de 0,997 e inclinacdo de -3,96
(figura 5.11). A cada reacdo foi utilizada uma nawava com padrbes aliquotados e
estocados a -70°C para afericdo do teste, apresentariacdes de’Rle 0,994 a 0,999 e de
inclinacao de -3,96 a -4,0.

46



Monitoramento do virus da hepa#itea Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio de Janeiro.  Mendes, ACO.

Standard Curve
40

32

28

24 ',!

ct

20

1 2z 3 4 5 B 7 8
B

Log CO

Figura5.10. Linearidade da curva padrdo das diluicbes seidas do HAV.
Coeficiente de regressdo linear (] de 0,997 e inclinacéo de -3,96. A, nimero de
cbpias em escala logaritmica; BZycle Threshold.

5.4.Relacéo entre parametros fisico-quimicos e deteagdo HAV por
PCR em tempo real (TagMan gRT-PCR)

Na analise bivariada, foi observada relacéo ssitatimente significante apenas entre
0s parametros fisico-quimicos condutividade=(r0,189; IC95% 4= 0,027 - 0,342p =
0,0235) e salinidade s(= 0,187; IC95% 4 = 0,024 - 0,340p = 0,0254) e a detecgao
quantitativa de HAV nas 144 amostras de agua aadass porém com correlacdo positiva
fraca (tabela 5.4).

Tabela 5.4. Analise bivariada (Spearman) entre os paramebs fisico-quimicos e a detecgéo
gquantitativa de HAV (TagMan gRT-PCR) nas amostras @& agua ( = 144)

Coeficiente de 1C95%
Parametro fisico-quimico correlacéo por postos rd Valor de p*
(ro9
pH 0,058 -0,107 - 0,219 0,4880
Condutividade 0,189 0,027 to 0,342 0,0235
Oxigénio dissolvido -0,033 -0,196 to 0,131 0,6902
Salinidade 0,187 0,024 to 0,340 0,0254
Temperatura 0,102 -0,063 to 0,261 0,2239
Cloro livre -0,094 -0,254 to 0,071 0,2615
Turbidez -0,015 -0,178 to 0,149 0,8586

*Valor dep < 0,05 foi considerado significante. IC95%, intdovde 95% de confianca
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Considerando-se apenas as 31 amostras de aguaatmyes de HAV determinados,
foi observada relacdo estatisticamente signific§pte 0,0326) entre o parametro fisico-
quimico turbidez e a detec¢do quantitativa de HA¢ amostras analisadas, porém com
correlagéo positiva fracas@ 0,390; 1IC95%4= 0,042 - 0,654) (tabela 5.5).

Tabela 5.5. Andlise bivariada (Spearman) entre os paramebs fisico-quimicos e a deteccao
quantitativa de HAV (TagMan gRT-PCR) nas amostras @& agua ( = 31)

Coeficiente de 1C95%
Parametro fisico-quimico correlacéo por postos rd Valor de p*
(ro
pH 0,210 0,156 - 0,525 0,2496
Condutividade 0,015 -0,341 - 0,367 0,9355
Oxigénio dissolvido -0,155 -0,483 - 0,211 0,3969
Salinidade 0,003 -0,352 - 0,357 0,9867
Temperatura 0,231 -0,063 - 0,261 0,2066
Cloro livre -0,178 -0,501 - 0,188 0,3298
Turbidez 0,390 0,042 - 0,654 0,0326

*Valor dep < 0,05 foi considerado significante. IC95%, intdovde 95% de confianga

5.5.Relacdo entre niveis de coliformes fecais e detéogcdo HAV por
PCR em tempo real (TagMan gRT-PCR)

Na analise bivariada, ndo foi observada correlaséatisticamente significante entre
os valores de coliformes fecais e a deteccao dqatwdéi de HAV nas 144 amostras de agua
analisadas {= 0,114; IC95%g4=-0,050 - 0,273p = 0,1713).

Considerando-se apenas as 25 amostras de agudvamaltos de coliformes fecais
(acima de 1.000 NMP/100 mL), foi observada cor@agstatisticamente significante entre

essa variavel e a deteccao quantitativa de HAV(Q)7253; 1C95% r = 0,4628 - 0,87Q9<
0,0001).

5.6. Deteccao qualitativa do HAV-RNA por RT-Nested PCR

De todas as 144 amostras de agua analisadas, ajer@$3,47%) tiveram o HAV-

RNA detectado, quando foram submetidas a ampléicggor RT-NestedPCR, (quadro
5.2).
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Quadro5.2 - Pontos de coleta e os meses de coleta em que
foram detectados o HAV-RNA por -RTNested -PCR.

Ponto de Coleta Més de Coleta
Baixo Bebé (P2) Novembro (coleta 4)
Rio dos Macacos (P11) Novembro (coleta 4)

Janeiro (coleta 6), Marco (coleta (8)

Praia do Leblon (P12 :
Abril (coleta 9)

5.7.Deteccao de HAV-RNA: RT-Nested PCR x TagMan gRT-PCR

Com a utilizacdo do teste de PCR em tempo regbdssivel detectar um namero
maior de amostras positivas (21,53%) em nosso @sjudndo comparado a técnica RT
NestedPCR (3,47%) (tabela 5.6).

O método RTNestedPCR quando comparado ao método gRT-PCR, com aiterv
de confianca de 95%, apresentou sensibilidad€@d@3008-0,16), especificidade de 96%
(0,91- 0,99), valor preditivo positivo de 20% ((BO®,71) e valor preditivo negativo de
78% (0,70- 0,84).

Tabela 5. 6. Comparacéo dos resultados de deteccdo do HAV-
RNA por -RT Nested -PCRvs PCR em tempo real (QRT-

PCR) em amostras de 4gua, coletadas no periodo dgoato de
2007 a julho de 2008.

gqRT-PCR (+) gRT-PCR (-) Total
Nested (+) | 1 (1%) 4 (3%) 5 (3%)
Nested (-) | 30 (21%) 109 (76%) 139 (97%
Total 31 (22%) 113 (78%) 144 (100%)

5.8. Caracterizacdo molecular do Virus da hepatite A (IAV)

As sequéncias nucleotidicas dos produtos de PCRL8gares de bases da regido
VP1/2A do genoma do HAV foram determinadas em ciacmstras obtidas no ponto do
Baixo Bebé (coleta 4), Rio dos Macacos (coleta Aa é’raia do Leblon (coletas 6, 8, e 9)
para confirmacdo e caracterizacdo do gendtipo lamtel no ambiente lagunar e marinho.

Essas amostras foram selecionadas de acordo camardidade de DNA obtida apds a
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quantificacdo do produto da RNestedPCR. Somente as amostras que apresentavam no
minimo de 30 ng/uL de DNA foram selecionadas gargienciamento parcial, juntamente
com os controles positivos utilizados em cada eaca

Para confirmacdo de que todas as sequéncias dadasadesse estudo eram do
HAV, utilizamos o programa BLAST (www.ncbi.nim.ngav/blast) para a verificacdo da
identidade dessas sequiéncias com sequéncias dodispuniveis no GenBank. Todas as
sequéncias dos isolados do nosso estudo eramutodérepatite A (HAV).

O cromatograma das sequéncias obtidas foi analsadosequéncias foram editadas
usando o programa BioEdit Sequence Alignment Ediersion 6.0) (HALL, 1999). As
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos obtidas falinhadas utilizando-se o programa
CLUSTAL W (THOMPSON et al, 1997). A relacdo filogenética entre as cepas foi
construida através do método Meighbor-joining usando os modelos dois parametros de
Kimura (substituicdo de nucleotideos) e de Poigsobstituicdo de aminoacidos) dentro do
pacote de programas Mega 4 (TAMUR& al, 2007). A significancia estatistica da
filogenia inferida foi estimada com analiseRlmotstrgp de 2000 réplicas. A busca por cepas
protétipos de HAV utilizadas nesse estudo foi faitdizando o Centro Nacional de
Informacado e Biotecnologia (NCBI), BLAST (Ferrameertasica de busca e alinhamento)
(ALTSCHUL et al, 1997).

Foi calculado o percentual de identidade entreegéiéncias nucleotidicas, entre as
sequéncias de aminoacidos e de todas em relaggmébasileira padrédo HAF-203 isolada
de cultura celular que esta nfapassagem e que foi utilizada como controle nestsgl@ O
percentual de identidade entre as sequéncias migttas das amostras desse estudo variou
de 92,7% a 100% (tabela 5.7).

Tabela 5.7. Identidade nucleotidica entre as cinco
amostras do presente estudo comparadas a cepa
padrdo HAF-203.
P2C4 P11C4 P12C6 P12C8 P12C9

P2C4 ID 93,9 97,5% 100% 99,3%
P11C4 939% ID 92,7% 93,9% 93,3%
P12C6 97,5% 92,7% ID 97,5% 96,9%
P12C8 100% 93,9% 97,5% ID 99,3%
P12C9 99,3% 93,3% 96,9% 99,3% ID
HAF-203 100% 93,9% 97,5% 100% 99,3%

ID=igual

Entre as sequéncias aminoacidicas o percentu@uvede 96,3% a 100% (tabela
5.8).
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Tabela 5.8. Identidade aminoacidica entre as cinco
amostras do presente estudo e comparadas a cepa
padrdo HAF-203.
P2C4 P11C4 P12C6 P12C8 P12C9

P2C4 ID 100% 98,1% 100% 98,1%
P11C4 100% ID 98,1% 100% 98,1%
P12C6 98,1% 98,1% ID 98,1% 96,3%
P12C8 100% 100% 98,1% ID 98,1%
P12C9 98,1% 98,1% 96,3% 98,1% ID
HAF-203 100% 100% 98,1% 100% 98,1%

ID=igual

Quando comparamos os isolados de HAV com a cepa@&thF-203, verificamos
uma variacao percentual de 93,9% a 100% nas sdg&éncleotidicas e de 98,1% a 100%

nas sequéncias de aminoacidos.

Um dendograma foi construido comparando 218 nudieos$ (3024-3191) da regido
VP1/2A do HAVdas amostras de agua (Lagoa Rodrigo de FreitagjdRidacacos e Praia
do Leblon) com as sequéncias nucleotidicas do HAKespondentes ao genotipo IB:
(HAF-203) (GASPARet al, 1992); genétipo IA: (HAS-15) (SVERDLO¥t al, 1987);
MBB , Epi-006 e Arg 4.9; gendtipo 1IB: (SLF88); gaipo IlIA: (Nor-21, H-132, GA76 e
PA-21), gendtipo llIB: (KPH). Os isolados de HAVgkienciados nesse estudo foram
classificados como do genotipo I1B: P2C4, P12C8 209 conmbootstrapde 74 % , P11C4
79% e P12C6 92% (figura 5.12).

A andlise da relacao filogenética dos isolados A¥ lHas amostras de agua obtidas
nesse trabalho foi realizada comparando-os cono®uts isolados de HAV previamente
sequenciados no Rio de Janeiro (de PAWdtAl, 2002; VILLAR et al, 2004; MORAISet
al., 2006) representados por:

HAP-300(AF538727), staff-006(DQ061178), HAP-231(®8360), RJ-
NSG2(AF410383), RJ-005(AF410381), CHILD-E29(DQO6Z)1 &STAFF-092(DQ061164),
CHILD-C17 DQ061168), RJ-213(AF410387), RH-193(AF3&8), RJ-
104(AY323022),RJ-178(AY323023),RJ-12(AY323034), MA7(AY323038), MA-374
(AY323040).

As sequéncias de HAV obtidas nesse estudo seodterprmente, submetidas ao
GenBank. As sequéncias de HAV referentes as amsodradgua da Lagoa Rodrigo de
Freitas, Rio dos Macacos e Praia do Leblon esg@@sentadas pelas siglas: P2C4 (Lagoa);
P11C4 (Rio) e P12C6, P12C8, P12C9 (Praia).
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Figura5.11. Dendograma construido pela analise filogenéé de 218 nucleotideos da regido
VP1/2A do genoma do virus da hepatite A. Comparacd@om outras 15 amostras
previamente seqiienciadas no Rio de Janeiro. As ani@s deste estudo estdo representadas
por: P2C4 (Lagoa), P11C4 (Rio) e P12C6, P12C8 e X2 (Praia).
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6. DISCUSSAO

Indicadores bacterianos de contaminagao fecal pidntemente associados ao
risco de doencas adquiridas por ingestdo de aguammada. No entanto, as doengas de
veiculacdo hidrica estdo mais freqientemente astaxia contaminacdo por virus do que
por bactérias (CABELlet al, 1982; BOSCH et al, 2008)). Sendo assim, o
desenvolvimento de metodologia para a deteccaoaatifjopacdo de virus nas diferentes
matrizes aquaticas constitui topico de grande itdpora para a salde publica.

Dentre os virus entéricos freqliientemente encordragld matrizes aquaticas
(rotavirus A, astrovirus, norovirus, adenovirugeobs) destaca-se o virus da hepatite A,
que apresenta propriedades fisico-quimicas queydinentem maior estabilidade e ampla
disseminagcdo no meio ambiente (PARRY & MORTIMERA84; SCHOLZet al, 1989).
Surtos de hepatite A associados a contaminacaesdevatorios hidricos foram descritos em
muitos paises (PINT®t al.,2007). No entanto, a importancia do virus da hepAtié ainda
negligenciada devido principalmente a dificuldade se recuperar virus no ambiente
aquatico. No Brasil, a maioria dos trabalhos rela&ilos ao monitoramento da qualidade da
agua limita-se a determinacao dos niveis de contay@io bacteriana (ALVE& al, 2002;
MARQUES, 2003; NOGUEIRAet al, 2003), sendo recente a pesquisa de virus evgeric
humanos em ecossistemas aquaticos (MEHNERT & STEWIR93; MEHNERTEet al,
1997; QUEIROZet al, 2001; VILLAR et al, 2006; 2007; de PAULAL al, 2007; DINIZ-
MENDESet al, 2008; MIAGOSTOVICHet al, 2008).

A freqlente associacdo do HAV a surtos de veicoldg#rica tem motivado
diversos grupos a investigar e demonstrar a prasgegse virus no ambiente (SOBS&Y
al., 1988; BROOKSet al, 2005; KITTIGUL et al, 2005; DUBOISet al, 2006;
GERSBERCet al, 2006; ROSEet al, 2006;).

O principal desafio no estabelecimento da metodalpgra analise viroldgica da
agua é obter uma boa taxa de recuperacdo do @ngsntrado geralmente, em baixa
concentracdo no ambiente aquatico, a partir dedgeamolumes de 4gua. Portanto, um bom
método de concentracdo deve preencher certos itequisimplicidade, rapidez, baixo
custo, alto rendimento na recuperacédo do virusrgatikdade (aplicabilidade a diferentes
virus entéricos). Espera-se, ainda, que o métogeapgerar, a partir de grandes volumes da
amostra original, um volume reduzido do concentradl falta de uma metodologia que
atenda a todos esses requisitos, a escolha devéasear na experiéncia e na necessidade

especifica do usuario (BOSCet al, 2008). A limitacdo da metodologia nesta area vem
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gerando uma demanda crescente de estudos visatekeovolvimento de métodos rapidos

e sensiveis para deteccéo de virus em amostrasraaibi

6.1. Concentracao viral em amostras ambientais

No presente estudo, utilizou-se o método de adsaighicdo em membranas
carregadas negativamente seguido de ultrafiltralg@orito por Katayama e colaboradores
(2002). Esse método de concentracao foi utilizadacembinacdo com os métodos de RT-
NestedPCR e PCR em tempo real (QRT-PCR) para a detexg@@antificacdo do HAV. O
controle positivo foi realizado mediante inoculagéxperimental de 2,36 x 1@dpias
gendmicas de HAV em amostras de 2 L de agua daaLaglo Rio e de 1,3 x 466pias
gendmicas de HAV em amostras de 2 L de agua do Amramostras foram, entao,
submetidas aos métodos de concentracdo, extraggmdies nucléicos e transcricdo reversa
e 0s cDNA obtidos submetidos ao TagMan gRT-PCRa Estodologia apresentou baixas
taxas de recuperacdo quando aplicadas as amostradguh da Lagoa (2%) e da
desembocadura da Lagoa no Rio dos Macacos (1,48@nténto, uma taxa de recuperacao
de 27% foi verificada para as amostras obtidasasgrdbocadura da Lagoa na Praia do
Leblon. Deve-se ressaltar que o método utilizadscrite por Katayama e colaboradores
(2002) foi, originalmente, desenvolvido para a pegacao de virus de agua marinha. A
partir da inoculacdo artificial em agua do mar, agores obtiveram uma taxa de
recuperacao viral variando de 50 a 70% para polisvi

Esses resultados sdo compativeis com os do estuBosk e colaboradores (2006)
que, utilizando o mesmo método, obtiveram taxaedeperacdo de 71% para poliovirus e
apenas 12% para o HAV em agua marinha. Fuhrmarabaradores (2005), utilizando o
mesmo método para enterovirus, obtiveram taxa cgpeeacdo de 51% em agua doce e
23% em agua do mar. Villar e colaboradores (20@®), um estudo comparativo entre dois
meétodos de concentracdo, observou uma melhor taxaaiperacdo nas amostras de rio
com o método de Katayama, ndo tendo sido boa a@eemtfo quando aplicadas a aguas de
mar. Victoria e colaboradores (2009) realizaram estudo para determinar as melhores
taxas de recuperagdo de astrovirus e norovirugamilo diferentes matrizes de agua. Na
suposicdo de que a concentracdo de cloreto de siagfgCh) pudesse interferir na
adsorcdo do virus a membrana, os autores testaémmdiferentes concentracdes. Para
ambos os virus, a melhor recuperacéo foi com agoarat e de rio que foi entre 18% e

64%; j& para agua de torneira e do mar, a taxaadgeracdo ficou entre 3% e 14%. Em
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nosso estudo, apesar da baixa taxa de recuperhtifla para as amostras de agua salobra
(Lagoa Rodrigo de Freitas) e agua doce (Rio dosabtes), a metodologia utilizada permitiu
detectar amostras positivas nesses pontos, 0 qgeresta presenca do HAV em
concentragcbes provavelmente bem mais altas nessgssp Com relacdo as amostras de
agua do mar, os resultados obtidos corroboram aasddisponiveis na literatura. ( ROSE
al., 2006; VILLAR et al, 2006).

Esta é a primeira descricdo da utilizacdo dest@doépara deteccdo de HAV em
aguas salobras. Estudos visando avaliar e minimizaffuéncia de potenciais inibidores das
reacdes de PCR/qQRT-PCR, presentes nas diferentészenaaquaticas, devem ser

estimulados.

6.2. Determinacéo de Parametros Fisico-Quimicos e Qutiiicacdo dos

Coliformes Fecais

A determinacdo dos parametros fisico-quimicos (eatpra, condutividade,
oxigénio dissolvido, salinidade, turbidez, pH eraldivre) foi realizada no momento da
coleta. E os resultados obtidos foram posteriorema@ntalisados em relacdo a detecgédo do
HAV por gRT-PCR. Entre as 144 amostras desse estuddservada na analise bivariada
(Spearman) uma correlagcéo positiva fraca entread@netros condutividade e salinidade e a
deteccao do HAV, respectivamentg=<10,189; IC95%4= 0,027 - 0,342; p = 0,0235) e &
0,187; IC95% ¢4 = 0,024 - 0,340; p = 0,0254¢.onsiderando-se apenas as 31 amostras de
agua com valores de HAV determinados, foi observaldgdo estatisticamente significante
(p = 0,0326) entre o parametro fisico-quimico telie a deteccdo quantitativa de HAV nas
amostras analisadas, porém com correlagdo positica (¢ = 0,390; IC95% 4= 0,042 -
0,654).

A quantificacdo de coliformes totais e fecais emosinas de agua faz parte da
maioria dos o6rgdos regulatérios do mundo inteinaglusive do Brasil. Apenas a
quantificacdo desses parametros é feita e condamleatisfatoria para acessar a qualidade
microbiolégica da &gua, entretanto, indicadoredeb@mnos nem sempre refletem o risco
potencial de transmissdo de muitos patdégenos, elesi)s 0S protozoarios e 0S Vvirus.
(GELDENHUYS & PRETORIUS, 1989; JIANGt al, 2001; NOBLE & FUHRMAN,
2001).

Virus entéricos ja foram detectados em varios ambde aquaticos, que

apresentavam indicadores bacterianos dentro dostedimaceitaveis pelos O6rgaos
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regulatorios, tendo sido os mesmos causadores rtes soela ingestdo de agua ou de
alimentos que estavam infectados por esses VIrBAWSI, 1991; McANULTY et al,
1993). Um das desvantagens no uso de coliformessfecenterococos como indicadores de
qgualidade da &gua € que eles podem ser enconteadoem fezes humanas como em fezes
de animais (SPRINGTHORPEt al, 1993). Uma vez que os produtos utilizados no
tratamento da agua ndo conseguem remover 0s Vitésces, eles permanecem na agua
como contaminantes, podendo estar presentes entménofiiente para ser considerado um
problema de saude publica (BOSEtal, 2008).

Diversos estudos ja foram publicados realizando comaparacao entre os niveis de
coliformes e a presenca de virus. Jiang e colabogad2001) observaram que a presenca de
adenovirus humano néo estava relacionada com @sadades bacterianos, incluindo os
coliformes fecais, em 12 praias localizadas nalauCaliférnia, sugerindo que os coliformes
nao sao um bom indicador de qualidade da aguakBmea@olaboradores (2005) analisaram
agua de mar e ndo observaram relacéao entre os diweioliformes fecais e a concentracao
do virus da hepatite A. Rose e colaboradores (2@06lpem ndo observaram relacéo entre
os niveis de coliformes fecais e 0s niveis de enbers quando analisadas amostras de agua
de mar.

No presente estudo, também relacionamos a quagtiticde coliformes fecais das
144 amostras de agua coletadas com a deteccado aitditgtiva do HAV. Na andlise
bivariada, ndo foi observada correlacdo estatrscde significante entre os valores de
coliformes fecais e a deteccao quantitativa de H&¥ 144 amostras de agua analisadas (r
= 0,114; 1C95% ¢4 = -0,050 - 0,273p = 0,1713). Contudo, considerando-se apenas as 25
amostras de agua com niveis altos de coliformessi¢acima de 1.000 NMP/100 mL), foi
observada correlacdo estatisticamente significanee essa varidvel e a detecgéo
quantitativa de HAV (r = 0,7253; IC95% r = 0,4628,8709;p < 0,0001).

6.3. Deteccao de HAV-RNA por PCR em tempo real (QRT-PCRre RT-
Nested PCR em aguas da Lagoa Rodrigo de Freitas.

No presente estudo, utilizamos o conjunto de rdageédiagen Viral RNA Kit
(Qiagen, Valencia, Espanha) para extracdo de acidogicos. A opcdo por esse metodo
comercial que garante alto rendimento (superiol0%)9na recuperacao de RNA viral,
mesmo em baixos titulos, foi pautada em resultattisios em estudos relacionados que

preconizaram a utilizacdo deste protocolo enfatinaaa dificuldade de recuperar virus a
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partir de grandes volumes de agua . (KITTIG&tlal, 2005; VILLAR et al.2006; DUBOIS
et al, 2007; de PAULAet al, 2007; VILLAR et al.2007; LEE et al, 2008;
MIAGOSTOVICH et al,, 2008)

A fim de minimizar os custos da técnica de extratg@idcidos nucléicos, um método
similar, fundamentado também no principio da ligae&pecifica do RNA a silica, foi
avaliado (dados nédo demonstrados). Esse métodoritdepor Boom e colaboradores
(1990), foi utilizado em outros estudos e, embgesente maior complexidade técnica,
revelou resultados satisfatérios quando aplicadgt@acdo de RNA a partir de amostras de
agua.

O desempenho do método de Boom na extracdo desauidteicos para deteccéo do
HAV foi, entdo, avaliado utilizando-se parte (258@s amostras deste estudo que foram
submetidas, simultaneamente, as duas técnicastdedx de RNA. Ao compararmos 0S
resultados obtidos, observamos que as amostraagidagrcom o conjunto de reagentes
comercial apresentaram um maior numero de amopwagivas (=4) em relacdo ao
método de Boom que apresentou apenas uma amaosiiiggno

Os métodos tradicionalmente utilizados para quaatiio de outros virus entéricos
baseiam-se no isolamento de virus em cultura celBlatretanto, os sistemas de cultura
celular para o isolamento de virus em aguas e sedi®m apresentam inconvenientes,
principalmente quando o agente estudado é o HA¥hocorescimento lento em cultura
menor sensibilidade e alto custo. Além disso, stesias de cultivo celular séo laboriosos e
nem sempre eficientes para todos os virus entérkadeteccdo da replicagdo do HAV
nessas condi¢cdes € ainda dificultada devido a aiasée efeito citopatico (PROVOSat
al., 1979). Estudos recentes sobre a utilizacdo daéhttempo real como procedimento de
quantificacao viral de alta sensibilidade forneperaformacdes novas e apropriadas para o
diagnostico e investigagdo da hepatite A (BROO&Sal, 2005; ROSEet al, 2006;
VILLAR et al, 2006; de PAULAet al, 2007; DUBOI&t al, 2007).

A técnica de PCR em tempo real possibilita a gfieatido dos produtos
amplificados, tendo como principal vantagem a r@pida analise de amostras em situagdes
de surtos epidémicos. A regido 5’NC foi utilizadesse estudo por ser considerada uma
regido conservada do genoma viral, permitindo,gooot a amplificacdo e quantificacao de
amostras de todos os diferentes genaotipos.

A técnica de PCR em tempo real utilizada nessalediaseou-se na linearidade da
curva padrao, que foi preparada utilizando-se otagrpositivos com numero conhecido de

copias de HAV-RNA. A curva padrdo obtida apreseridoa linearidade entre as diluicbes
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de 1,3 x 10 até 1,3 x 1bcom coeficiente de regressao linear de 0,997 lman@o de -3,96
(YANG et al, 2002). Nesse estudo, a sensibilidade de 13 slépiafoi maior quando
comparada a estudos anteriores utilizando outrpécemes biolégicos. Costa-Mattioli e
colaboradores (2002c¢) demonstraram um limite decgéb de 360 copias/mL de HAV para
amostras de soro. Por outro lado, os resultadidosiypara a deteccdo do HAV em amostras
de agua corroboraram os resultados de Amado e aralidres (2008) que obtiveram
sensibilidade de 14 cépias/mL de HAV em amosteasaio, embora em amostras de saliva
tenha sido de 140 cépias/mL de HAV.

Quando comparado a outros estudos utilizando aasode agua, a sensibilidade do
meétodo neste estudo foi superior aos resultadalabtm estudos anteriores, como os de
Villar e colaboradores (2006) e De Paula e colabmes (2007) que obtiveram, limites de
deteccdo de 60 copias/mL. Arankalle e colaborad@®@36) obtiveram limites de deteccdo
de 100 cépias/mL. em amostras de esgoto, aguae sor

Das 144 amostras quantificadas nesse estudo, emta® positividade em 31
(21,53%), com carga viral variando entre 13 e 2dBias/mL. Outros estudos sobre a
utilizacdo do PCR em tempo real para a deteccdoHIEV em amostras ambientais
demonstraram percentuais de positividade varideiacordo com tipo de agua estudada
(BROOKSet al, 2005; ROSEet al, 2006; VILLAR et al, 2006; de PAULAet al, 2007).

Todas as 144 amostras deste estudo foram submatidastodo de RNestedPCR,
para avaliacdo da eficiéncia do método e tambéna passibilitar a caracterizacao
molecular dos isolados. Ao compararmos as duadctscrde deteccdo do HAV-RNA
utilizadas nesse estudo, verificamos maior fregaéde deteccao do virus através da PCR
em tempo real (21,53%s 3,47%), sendo que das 31 amostras positivas gerragtodo,
96,8% eram negativas pelo método convencional {eStedPCR). A baixa sensibilidade
desse método poderia ser atribuida a presencdhbil@oires nas amostras estudadas. A fim
de minimizar a influéncia de tais inibidores, asoatras de agua da Lagoa Rodrigo de
Freitas, Rio dos Macacos e Praia do Leblon havidmmeviamente diluidas a 1:10, porém
0s resultados néo se alteraram.

A discrepancia de resultados entre os dois métddiosbservada também por outros
autores (de PAULZAet al,2007; VILLAR et al, 2006), que a atribuiram ao fato de ser a
técnica de PCR convencional provavelmente, maisigel que a PCR em tempo real aos
inibidores. Villar e colaboradores (2006) analisarmmostras de agua e obtiveram 32% de
positividade usando a técnica RiestedPCR e 92% quando utilizaram a PCR em tempo

real. De Paula e colaboradores (2007) estudaransteasade agua e encontraram 27% de
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positividade quando foi usada a para o RstedPCR e 92% quando utilizaram a PCR em
tempo real.

Outro fator que poderia explicar essa discrepaeieesultados seria relacionado as
regides gendmicas alvos dos iniciadores especifiacs as metodologias estudadas: regido
VP1/2A (RTNestedPCR) e 5’NC (TagMan qRT-PCR). Entretanto, estudonteriores
descreveram a qRT-PCR como um método seguramente serasivel (VILLARet al,
2006; de PAULAet al,, 2007).

Os resultados do presente estudo demonstraram G&Raem tempo real € um
meétodo sensivel, reprodutivel, rapido e apropriga@ o monitoramento da carga viral do
HAV em amostras de agua, quando comparado and®ledPCR. Este ultimo possui
desvantagens como a necessidade de se realizagtdpas de amplificacédo e gel de agarose
para revelacdo das bandas contendo os produtodSRlecRqjue aumenta sua complexidade e
seu custo para sua implementagcdo em programaginde de diagnostico e esclarecimento
de surtos epidemiolégicos (ABD EL GALLEt al, 2005).

6.4. Sequenciamento e genotipagem das amostras

A anadlise das sequéncias nucleotidicas é consmlenad dado importante para
auxiliar nos estudos de epidemiologia molecularirdaccdo pelo HAV. As sequéncias
analisadas podem nos fornecer dados de relaciotaretne diferentes cepas, podendo até
sugerir possiveis fontes de contaminacdo em sepiodgmicos (ROBERTSOHR al, 1992;
NORMANN et al, 1995; ROBERTSONet al, 2000). Essa andlise fornece uma
classificacéo precisa do HAV em genotipos e subtigmeque, correlacionados com dados
epidemiolégicos e geograficos, podem ser Uteisatarchinacdo das cepas predominantes
durante um surto.

Dados de sequéncias nucleotidicas do HAV demonstraen 0s seus genétipos
possuem distribuicao geografica Unica, sendo o tgend o mais prevalente em todo o
mundo, e o subgenadtipo IA mais comum que o 1B (NANNet al., 2006). Os gendtipos IA
e IB séo frequentemente identificados na Américaldde, América do Sul, Europa, China
e Japdo (ROBERTSON et al., 1992). No Brasil, oaigienétipo que foi encontrado foi o |,
principalmente o subgendtipo IA, embora o subgenotB ja tenha sido observado nos
Estados do Rio de Janeiro e Pernambuco e tambéegid@ Amazobnica (de PAULA et al.,
2002; VILLAR et al., 2004; 2006; de PAULA et al.0@). A cocirculacdo de multiplos

gendtipos ou subgenotipos tem sido relatada emmalguwegides do mundo. A cocirculagédo
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de subgenétipos IA e IB foi relatada na Africa dd @AYLOR et al., 1997) e Brasil (de
PAULA et al., 2002; 2004; VILLAR et al., 2004; FOXCADORI et al., 2008), e a
cocirculagéo dos gendtipos IA e IlIA ja foi desama India (HUSSAIN et al., 2005). Nos
EUA, ja foi identificada a cocirculacdo dos subgeus IA e IB, entretanto o subgenaétipo
IB foi identificado em individuos infectados queomavam de viagens a outros paises
(NAINAN et al., 2005).

Ao comparar o percentual de identidade nucleaidias amostras desse estudo,
observou-se que o percentual de identidade emtsevaliou de 92,7% a 100%. O percentual
de identidade superior a 93% demonstra que essasrasiestao corretamente classificadas
dentro do mesmo subgendtipo, segundo Robertsonlabocadores (1992). Quanto a
similaridade de sequéncias de aminoacidoge as amostras desse estudo, o percentual
variou de 96,3% a 100%.

Comparando as sequéncias dos isolados deste estoda cepa padrdo HAF-203,
observamos que a porcentagem de identidade nuiteotdi de 93,9% a 100%, e a nivel
aminoacidico foi de 98,1% a 100%. Sendo que a H@F-tRilizada nesse estudo foi uma de
7% passagem em cultura celular, apresentando uma&@outgie a diferenciava da sequéncia
da HAF-203 disponivel no GenBank.

Na analise do relacionamento filogenético das cesmdadas previamente no Rio de
Janeiro verificamos que trés amostras isoladas 4P2€12C8, P12C9) em nosso estudo
foram agrupadas no mesmo ramo da arvore filogenétidicando alto percentual de
identidade nucleotidica com as cepas RJ-NSG2 -&#&ff HAP300, HAP231 e sugerindo
uma circulacdo endémica de algumas cepas em netssim e

Por fim, observou-se no dendograma que 99% dast@maso classificadas como
gendtipo | e que embora todas as cinco amostrafisaoes nesse estudo sejam
caracterizadas como sugendétipo 1B, apresentamedifas entre elas, sugerindo a existéncia
de uma variedade de cepas circulantes na Lagoaglail Freitas e nas desembocaduras
do Rio dos Macacos e da Praia do Leblon. Quandgarmado com as outras andlises de
relacionamento filogenético de cepas isoladas pnesite no Rio de Janeiro (VILLABR
al., 2006; MORAISet al., 2006), pudemos verificar que existe mais de umaagem de
HAV circulante na Lagoa.

Esses resultados suportam a necessidade da indasémlise virolégica nas aguas
ambientais segundo os padrdes regulatérios exastemmna vez os virus que eles podem ser
detectados com indicadores bacterianos dentrérdides da normalidade.
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7. CONCLUSOES

v A associacdo dos métodos de concentracdo e det¢Rja®CR e gRT-PCR)
possibilitaram evidenciar a presenca de HAV em ama®sda Lagoa Rodrigo de

Freitas, Rio dos Macacos e Praia do Leblon.

v O método TagMan RT-PCR apresentou melhor desempgro RT- Nested PCR
para deteccdo do HAV nas amostras ambientais aypaes® baixas concentracoes

de virus.

v' Os resultados deste estudo demonstram que o HA¥ gerddetectado em amostras
ambientais, mesmo que a contagem de coliformegaestentro dos limites

considerados ideais pelas normas vigentes.

v' Embora ndo tenha sido observada uma correlacéiststanente significante entre
a contagem de coliformes e a deteccdo do HAV, oendrde copias/mL do HAV
detectado por PCR em tempo real foi proporcionah@moero de coliformes fecais
nas amostras em que a contagem estava acima des lideais de deteccgao.

v" As amostras analisadas pela técnica de sequend@mnrarcleotidico foram
caracterizadas como genotipo IB e apresentaramadideygrau de similaridade
genética com outras amostras previamente isolas@&@&ionde Janeiro apresentaram
divergéncias entre elas, o que demonstra a cp@olde diversos variantes do HAV

na Lagoa Rodrigo de Freitas .

v' O presente estudo foi realizado em uma area degdmipermanente localizada num
dos centros urbanos mais desenvolvidos do paigpredenca do HAV neste
ambiente aquatico implica em risco potencial desmassdo do virus por contato
primario com a agua da lagoa, com possibilidadealesar surtos de veiculacao

hidrica.
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8. PERSPECTIVAS

Os métodos utilizados neste estudo demonstraraomseboa op¢cao para a pesquisa
de HAV em amostras de agua, porém, devido a bakeade recuperacdo, observou-se uma
necessidade de aperfeicoamento da metodologizadikilipara concentragdo quando a matriz
estudada é de agua salobra, uma vez que nao sstiidiel na literatura estudos com esse
tipo de matriz.

A avaliagdo do potencial de risco nessa matriz teagpudéambém poderia ser
realizada, através de estudos epidemiolégicos eomadores, e praticantes de esportes que

entram em contato direto com a agua da Lagoa Roddd-reitas, RJ.
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