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RESUMO

O aumento das atividades recreacionais na 4gua tem contribuido para a transmissao
de doencas de veiculacdo hidrica. Os parametros de balneabilidade avaliados para
exposicdo humana em Aaguas naturais incluem indicadores bacterioldgicos.
Entretanto, a presenca de virus nestas aguas nao é considerada. Neste contexto, 0s
virus excretados nas fezes de pessoas infectadas sdo importantes contaminantes de
aguas superficiais em funcéo do continuo despejo de esgoto domeéstico. Este estudo
tem como objetivo avaliar a contaminagdo pelos principais agentes etiolégicos da
gastroenterite viral aguda, rotavirus grupo A (RV-A) e norovirus (NV), em aguas
superficiais da Lagoa Rodrigo de Freitas pela deteccdo, quantificagcdo e
caracterizacdo molecular destes agentes, correlacionando-os com parametros
microbiolégicos e fisico-quimicos de qualidade da &gua. A Lagoa € um ponto
turistico e de lazer de grande expresséo na cidade do Rio de Janeiro, tem sua agua
classificada como agua de recreacdo de contato primario e, atualmente, esta
passando por um programa de despoluicdo para reverter o seu estado de
degradacdo ambiental. Entre Agosto de 2007 e Julho de 2008, 2L de &gua
superficial foram coletados mensalmente em 12 pontos, incluindo 10 pontos na
Lagoa Rodrigo de Freitas, um no Rio dos Macacos, que desemboca na Lagoa, e um
na praia do Leblon, onde a agua da Lagoa é escoada, totalizando 144 amostras. As
amostras foram concentradas 1000X pelo método de adsor¢do-eluicdo utilizando
uma membrana carregada negativamente e reconcentradas a uma volume final de
2mL em Centriprep®YM-50. RV-A e NV foram detectados e quantificados pelas
técnicas de reacdo em cadeia pela polimerase convencional e quantitativa (cPCR /
gPCR) precedidas por transcricdo reversa (RT). Pela analise conjunta destas
metodologias, RV-A e NV-GIlI foram detectados em 24,3% (35/144) e 18,8%
(27/144) das amostras estudadas, respectivamente. A quantificacdo de RV-A e NV-
Gll variou de 3,34 a 4680 cg/100mL e 1,57 a 26,5 cg/100mL, respectivamente. As
amostras positivas de RV-A foram caracterizadas pelo sequenciamento parcial do
segmento 6 (VP6) como subgrupo | e gendétipo 12 segundo a nova classificacao
proposta para estes virus. E.coli foi quantificada por Kit Colilert-18Kit Quanti-Tray®/
2000 em cada ponto de coleta como um indicador bacteriolégico de contaminacéo
fecal e 87,5% (126/144) das amostras de agua foram caracterizadas como proprias
conforme estabelecido pela legislacao vigente. RV-A e/ou NV-GII foram detectados
em 38,1% (48/126) dessas amostras, evidenciando a presenca de virus em aguas
que estdo dentro dos padrdes aceitaveis para E.coli, ndo sendo observada a
associacdo entre este parametro e a deteccdo destes virus. Adenovirus humano
(HuAdV) foram pesquisados como possiveis marcadores virais de contaminacao
fecal humana, sendo detectados em 16,7% (24/144) das amostras, apresentando
distribuicdo ndo homogénea em relacdo aos resultados de E.coli, RV-A e NV-GII.
Parametros fisico-quimicos como salinidade, temperatura, pH, cloro e turbidez foram
determinados, sendo demonstrada uma distribuicdo ndo homogénea entre RV-A e
turbidez e NV-GII e pH. Os dados obtidos neste estudo enfatizam a necessidade do
estabelecimento de parametros virais para a avaliacdo da qualidade da &4gua e a
necessidade de se disponibilizar protocolos de deteccdo viral que auxiliem para a
adocdo de medidas de controle de contaminacdo ambiental pelas autoridades
Municipal e Estadual.
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ABSTRACT

The increase of recreational activities in water has contributed to the transmission of
waterborne diseases. The bathing parameters evaluated for human exposure in
natural waters include bacteriological criteria. However the presence of virus is not
considered. In this context, viruses excreted in feces of infected people are important
contaminants of surface water due to the continuous discharge of domestic
sewage.This study aims to evaluate the contamination by the main etiologic agents
of viral acute gastroenteritis, group A rotavirus (RV-A) and norovirus (NV), in surface
waters of the Rodrigo de Freitas Lagoon by detection, quantification and molecular
characterization of these agents, correlating with the microbiological and physico-
chemical standards for water quality. From August 2007 to July 2008, 2L of surface
water were monthly collected at 12 sites, including 10 sites in the Rodrigo de Freitas
Lagoon, one in the Macacos River, which flows into Lagoon, and one at Leblon
Beach, where water Lagoon is drained, totalizing 144 samples. The samples were
concentrated 1000X by an adsorption-elution method using a negatively charged
membrane and reconcentrated to a final volume of 2mL in Centriprep®YM-50
concentrator. RV-A and NV were detected and quantified by conventional and
quantitative polymerase chain reaction (cPCR/gPCR) preceded by reverse
transcription (RT). For the joint analysis of these methodologies RV-A and NV-GlII
were detected in 24,3% (35/144) and 18,8% (27/144) of the studied samples,
respectively. Quantification of RV-A and NV-GII ranged from 3,34 to 4680 cg/100mL
and 1,57 to 26,5 cg/100mL, respectively. The RV-A positive samples were
characterized by partial sequencing of segment 6 (VP6) as subgroup | and 12
genotype according to the new classification proposed. E.coli was quantified using
Colilert®-18Kit Quanti-Tray®/2000 in each collection site as bacterial standard of fecal
contamination and 87.5% (126/144) of water samples analyzed were characterized
as suitable for bath as established by legislation. RV-A and/or NV-GII were detected
in 38,1% (48/126) of these samples, showing the presence of viruses in waters that
are within the standards for acceptable E.coli and there was no association between
this parameter and viral detection. Human adenoviruses (HuAdV) were investigated
as possible viral markers of human fecal contamination and were detected in 16,7%
(21/144) of the samples showing non-homogeneous distribution in relation to the
results of E. coli, RV-A and NV-GII. Physico-chemical parameters, like salinity,
temperature, pH, chlorine and turbidity, were determined in loco. It was demonstrated
a non-homogeneous distribution of positive and negative samples between RV-A and
turbidity and NV-GII and pH. Data obtained in this study emphasize the need for the
establishment of viral parameters for the assessment of water quality and the need to
provide viral detection protocols that lead to the adoption of measures to control
environmental contamination by municipal and state authorities
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1. INTRODUCAO

A agua € o constituinte mais caracteristico da Terra, essencial para a
existéncia da vida, e um recurso natural de valor inestimavel. Dentre seus inUmeros
usos estdo: o abastecimento domeéstico e industrial, a irrigacdo, a preservacao da
fauna e da flora, a recreagdo e o lazer, a criacdo de espécies, a geracao de energia
elétrica, a navegacdo, a harmonia paisagistica e o transporte de despejos.
Entretanto, em funcdo da ma utilizacdo e ndo preservacdo deste recurso, 0S
ecossistemas aquaticos vém sofrendo alteracbes nas suas caracteristicas (Von
Sperling, 2005).

A qualidade da agua e, portanto, da saude humana pode ser
significativamente afetada pela presenca de microrganismos patogénicos derivados
de esgotos néo tratados lancados em aguas superficiais. Estima-se que 17-25% da
populacdo mundial ndo tenha acesso a agua potavel (United Nations Population
Fund/World Bank, 2001) e que doencgas de veiculacao hidrica estdo entre uma das
causas mais comuns de morte no mundo, afetando especialmente paises em
desenvolvimento (Straub & Chandler, 2003).

Neste contexto, os virus excretados nas fezes de pessoas infectadas sao
importantes contaminantes de aguas superficias urbanas pelo continuo despejo de
esgotos domésticos. Surtos de doencas associadas a estes patdgenos, apos o
contato com aguas superficiais contaminadas, tém sido bem documentados,
demonstrando um aumento significativo de infec¢cdes gastroentéricas, oculares,
auditivas, respiratérias ou dérmicas, entre aqueles que se dedicam a atividades
nesse tipo de agua (Donovan et al, 2008; Sinclair et al, 2009).

Os virus presentes no trato gastrointestinal de individuos infectados séo
eliminados pelas fezes em concentracdes extremamente elevadas, podendo variar
de 10° a 10*® particulas virais por grama de fezes (Farthing, 1989; Bosch et al, 2008;
Espinosa et al, 2008; Hamza et al, 2009). Contaminam de forma direta ou indireta
aguas destinadas ao consumo humano, podendo permanecer viaveis durante varios
meses, resistindo a condi¢cdes adversas. Podem ser identificados durante todas as
estacBes do ano, sendo capazes de resistir aos processos de tratamento de agua e
esgoto aplicados no controle bacteriano, inclusive cloragéao (Bosch, 1998).

Dentre os virus gastroentéricos associados a surtos de veiculacdo hidrica,
estdo os rotavirus grupo A (RV-A) e norovirus (NV), reconhecidos como 0s principais

agentes etioldgicos da gastroenterite infantil aguda e por grande parte dos surtos de
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gastroenterite ndo-bacteriana em todo o mundo (Parashar et al, 2006; Vainio &
Myrmel, 2006; CDC, 2008; Zheng et al, 2006). Em paises em desenvolvimento, 43%
dos casos de gastroenterite infantil sdo atribuidos a virus, sendo a maioria associada
aos RV, seguido pelos NV (Ramani & Kang, 2009). Em adicdo, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 88% das mortes por diarréia nestas criancas
sdo atribuidas a agua insalubre, saneamento inadequado e pouca higiene (OMS,
2004).

1.1.Virus gastroentéricos

1.1.1. Rotavirus

Denominados inicialmente de Orbivirus (Bishop et al, 1973) e Reovirus-like
(Kapikian et al, 1974) em razdo de sua semelhanca morfolégica aos membros da
familia Reoviridae, os RV foram descritos pela primeira vez em 1973, em Melbourne,
Australia, por microscopia eletrénica (ME) de células do epitélio de mucosa duodenal
de criancas com quadro de diarréia aguda ndo bacteriana (Bishop et al, 1973).
Posteriormente, foram denominados Duovirus (Davidson et al, 1975) e, finalmente,
Rotavirus, devido ao seu aspecto semelhante ao de uma roda quando examinados
por ME (Flewett & Woode, 1978).

A particula dos RV é ndo-envelopada, apresenta simetria icosaédrica, mede
aproximadamente 100nm de diametro e € composta por 11 segmentos de RNA fita
dupla (RNAfd). Os segmentos genémicos variam em numero de nucleotideos (nt)
de 667 (segmento 11) a 3.302 pares de bases (pb) (segmento 1), do menor para o
maior gene, diferenca esta que permite separa-los por eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA). Estes codificam seis proteinas estruturais (VP) e seis néo-
estruturais (NSP). Cada gene codifica para uma proteina, com exce¢do do segmento
11 que codifica duas proteinas, a qual tera ao menos uma funcdo (Figura 1.1A)
(Estes, 2001).
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Figura 1.1. Estrutura e proteinas dos rotavirus (RV). A. Representacao de um gel
de poliacrilamida demonstrando os 11 segmentos gendmicos virais e as proteinas
codificadas pelo respectivo segmento; B. Representacdo esquemética de uma

particula completa de rotavirus (RV). RNAfd: RNA fita dupla (Adaptado de Angel et al, 2007 e
Greenberg & Estes, 2009).

A particula viral completa é formada por trés camadas protéicas (triplo
capsideo viral). O capsideo externo € composto por trimeros da proteina VP7 e por
espiculas de proteina VP4. O capsideo intermediario € composto pela proteina VP6.
O capsideo interno ou core é composto pelas proteinas VP1 (RNA polimerase-RNA
dependente), VP2 e VP3 (guaniltransferase e metiltransferase) e € onde se encontra
o genoma viral (Figura 1.1.B) (Hyser & Estes, 2009).

As proteinas VP1, VP2 e VP3, codificadas pelos segmentos 1, 2 e 3,
respectivamente, correspondem em conjunto a aproximadamente 18% das proteinas
virais e participam do complexo de replicagédo e de transcricdo do virion (Kapikian et
al, 2001).

A VP4 é uma proteina nao-glicosilada que vem sendo descrita como
determinante na adesdo a célula, internalizacdo, hemaglutinacdo e neutralizagao,
além de induzir imunidade protetora em animais e criangas (Estes, 2001; Kapikian et
al, 2001). Além disso, ela é susceptivel a protedlise e clivada em VP5 e VP8, o que
resulta no aumento da infecciosidade viral e facilita a entrada do virus na célula
(Jayaram et al, 2004; Angel et al, 2007).



A proteina VP6 representa 51% da particula viral e possui em sua superficie
determinantes antigénicos que permitem a classificacdo os RV em diferentes grupos
e subgrupos de RV-A (Kapikian et al, 2001). Ela é composta por dois dominios que
interagem com as proteinas VP7 e VP2, atuando na entrada do virus na célula e na
transcricdo do RNAfd (Heiman et al, 2008).

A VP7 é a segunda proteina mais abundante da particula viral, representando
30% das proteinas viras. E a glicoproteina mais imunogénica do capsideo externo,
induzindo a sintese de anticorpos neutralizantes. Essa proteina pode modular a
atividade da VP4 no processo de adsorcao e entrada dos RV-A na célula. Interage
com moléculas da superficie celular, uma vez que a proteina VP4 ja tenha iniciado o
processo de adsorcdo (Jayaram et al, 2004). Além disso, acredita-se que ela esteja
diretamente associada a manutencao da infecciosidade da particula viral dos RV,
uma vez que diferentes estudos tém demonstrado que concentracfes apropriadas
de ions célcio (Ca'™) sdo necessarias para se manter a estabilidade da particula,
aparentemente pela estabilidade de VP7. O tratamento de particulas virais utilizando
agentes guelantes de calcio, como o EDTA, resulta na remocao do capsideo externo
através da dissociacdo dos trimeros de VP7 e, consequentemente, a perda de
infecciosidade (Estes & Kapikian, 2007).

As NSPs sdo sintetizadas nas células infectadas e funcionam em algum
momento do ciclo de replicacdo viral ou interagem com as proteinas do hospedeiro
para influenciar a patogénese ou a resposta imune a infeccdo (Greenberg & Estes,
2009). A NSP1 apresenta associacdes com o citoesqueleto celular, favorecendo a
ligagdo virus-célula. A NSP2 é uma proteina altamente conservada, é expressa em
altos niveis em células infectadas e associa-se com a NSP5, estando ambas as
proteinas envolvidas na replicacdo, formacao de viroplasmas e encapsidacédo viral
(Estes, 2001; Mertens, 2004). A NSP3 esta envolvida na regulacdo da traducéo
(Jayaram et al, 2004). A NSP4 foi a primeira enterotoxina viral descrita e tem
importancia na morfogénese e viruléncia viral, sendo capaz de ativar os canais
dependentes de Ca*" do intestino e provocar uma diarréia de natureza secretoria. A
NSP5 possui atividade autoquinase e tem papel importante na replicacao viral ao
interagir com as proteinas NSP2 e NSP6 e, juntas, estarem associadas a formacao
do viroplasma. A NSP6 é encontrada principalmente nos viroplasmas e interage com
NSP5, evidenciando sua participacdo nos processos de replicacdo e encapsidagao
do virus (Estes, 2001).



Os RV séo classificados em grupos (A-G) e subgrupos (SG) em funcdo da
especificidade antigénica da sua principal proteina estrutural, a VP6. Os grupos A,
B, e C tém sido encontrados em humanos e animais, enquanto os grupos D-G
somente em animais. Os RV do grupo A (RV-A) séo epidemiologicamente os mais
importantes, uma vez que Sao 0s principais responsaveis pelos episodios de diarréia
aguda em criangas em todo o mundo (Kapikian et al, 2001).

Quanto aos SG, os RV-A sao classificados em SGI, SGIl, SGl+ll e SG nédo | e
nao Il pela presenca ou auséncia de epitopos imunoreativos frente a determinados
anticorpos monoclonais. Os SG | e Il tém sido os mais encontrados, sendo SGII
relacionado a cepas de origem humana e o SGI relacionado a cepas de origem
animal (Iturriza-Gomara et al, 2002).

Os RV-A sao também classificados pelas proteinas VP4 e VP7 em dois
sorotipos/gendtipos representados pelas letras P (sensibilidade a protease) e G
(glicoproteina), respectivamente. Como o genoma viral é segmentado, 0os genes que
codificam essas proteinas podem segregar de forma independente, gerando uma
nomenclatura bindria. Até o momento foram descritos 19 sorotipos G, que séo
correspondentes aos genotipos. Assim, a classificacdo pela VP7 é dada em funcao
apenas do seu sorotipo (G1, G2, G3 e, assim, sucessivamente). Entretanto, para a
VP4 foram descritos 17 sorotipos e 27 genétipos P. Assim, descreve-se o P-tipo com
o P acompanhado do numero do sorotipo e 0 niumero do gendtipo correspondente
entre colchetes (amostra de RV-A humano Wa: G1AP1[8]) (Ciarlet et al, 2008;
Greenberg & Estes, 2009).

Recentemente, Matthijnssens e colaboradores (2008) propuseram um novo
sistema de classificacdo para os RV-A, tendo como base as propriedades
moleculares dos 11 segmentos de RNAfd. Este novo sistema de classificacdo foi
proposto baseando-se na caracterizagcdo molecular e analise filogenética do genoma
completo de 53 prototipos. Os diferentes genotipos descritos para cada um dos
segmentos sao divididos segundo valores de cut-off especificos de identidade
nucleotidica para cada um destes genes (Quadro 1.1). Analises filogenéticas
sugerem que as caracteristicas moleculares dos genes que codificam para as
proteinas VP1 (RNA-dependent RNA polymerase), VP2 (Core Potein), VP3
(Methyltransferase), VP6 (Inner Capsid), NSP1 (Interferon Antagonist), NSP2
(NTPase), NSP3 (Translation Enhancer), NSP4 (Enterotoxin) e NSP5



(pHosphoprotein) resultam em 4, 5, 6, 11, 14, 5, 7, 11 e 6 diferentes genaétipos,

respectivamente.

Quadro 1.1. Valores de cut-off de percentagem de identidade nucleotidica que
definem os diferentes gendtipos de rotavirus grupo A (RV-A) considerando-se

0s 11 segmentos gendmicos (Adaptado de Matthijnssens e colaboradores, 2008).

Valores de cut-off _ .
) _ . Designacédo dos nomes dos
Gene de identidade Genaotipos .
o genotipos
nucleotidica (%)
VP4 80 19G Glicoproteina
VP7 80 27P Sensivel a protease
VP6 85 111 Capsideo interno
VP1 83 4R RNA polimerase-RNA dependente
VP2 84 5C Proteina do core
VP3 81 6M Metiltransferase
NSP1 79 14A Antagonista do Interferon
NSP2 85 5N NTPase
NSP3 85 7T Intensificador da traducéao
NSP4 85 11E Enterotoxina
NSP5 91 6H Fosfoproteina (pHosphoprotein)

As infecgbes por RV produzem uma gama de respostas que vao desde casos
assintomaticos, principalmente em adultos, a casos graves de diarréia, que
acometem principalmente bebés e criancas menores de cinco anos. Casos graves
em adultos podem ocorrer devido as infec¢des por cepas ndo usuais ou por doses
extremamente elevadas de particulas virais. A diarréia é a principal manifestacao
clinica, porém sintomas como vomito, dores abdominais e desidratacdo, sendo este
altimo o principal fator de mortalidade do hospedeiro, podem ser observados. O
periodo de incubacdo pode variar de 19 horas a dois dias e a doencga é autolimitada,
normalmente apods cinco dias do inicio da infec¢do, podendo chegar a 10, o quadro
se resolve (Estes & Kapikian, 2007; Greenberg & Estes, 2009). A eliminacdo de
particulas virais pelas fezes inicia-se antes ou apds o término da diarréia e pode

levar de quatro a 57 dias, com média de 10 dias (Richardson et al, 1998).



As vias de transmissdo mais comuns sdo a fecal-oral, em funcdo da sua
resisténcia a inativagcdo e ao contato com superficies contaminadas (Estes &
Kapikian, 2007). Estudos com voluntarios demonstraram que os RV também podem
ser adquiridos pela ingestdo de agua contaminada (Ward et al, 1986) e a superficie
contendo a agua evaporada também pode causar infeccdo em contato com a mao
ou boca (Ward et al, 1991).

Os RV sdéo os principais agentes etiologicos da gastroenterite aguda (GA) em
criancas em todo o mundo (Estes & Kapikian, 2007). Estima-se que, a cada ano, 0s
RV sejam responsaveis por cerca de 111 milhGes episodios de gastroenterite, 25
milhdes de consultas, 2 milhdes de hospitalizagbes e aproximadamente 611.000
(intervalo de 454.000-705.000) 6bitos em criangcas menores de 5 anos de idade em
todo o mundo (Parashar et al, 2003; 2006).

A doenca é desigualmente distribuida entre paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, provavelmente por razfes socioecondmicas e epidemioldgicas,
com a maioria das mortes ocorrendo em paises em desenvolvimento (Angel et al,
2007). Os RV sdo eliminados em concentracdes superiores a 10'° particulas virais
por grama de fezes e estudos de infecciosidade indicam que 10 particulas virais sao
suficientes para resultar em infeccdo, provavel razdo pela qual o aumento nas
condicdes de higiene nos paises desenvolvidos ndo reduz bruscamente a incidéncia
de infec¢Bes por RV (Greenberg & Estes, 2009).

Ao contrario de muitos patdgenos bacterianos entéricos, os RV resistem em
climas temperados e tropicais. Nas regides de clima temperado observa-se um
padrao tipicamente sazonal, caracterizado pela ocorréncia de surtos e epidemias
durante os meses mais frios e secos do ano, sendo que nas regiées de clima tropical
as infeccdes por RV-A ocorrem ao longo de todo o ano (Kapikian et al, 2001,
D’Souza et al, 2008).

A epidemiologia dos RV € bastante complexa, com variados estudos
apontando diversos genétipos P e G de RV-A co-circulando dentro de uma mesma
regido e que o0 gendtipo prevalente em uma determinada regido pode mudar
anualmente. Outra observacdo é que o0s genodtipos prevalentes em diferentes
regides de um pais podem ser diferentes dentro do mesmo periodo epidémico
(Pérez-Vargas et al, 2006).

Em funcdo do genoma segmentado, 0S genes podem segregar

independentemente e gerar particulas com combinacgdes diferentes destes genes e,
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consequentemente, de suas proteinas. Mais de 40 combinacdes G-P ja foram
descritas, entretanto estudos de epidemiologia molecular de RV-A tém demonstrado
gue séo cinco o0s genotipos mais comumente detectados no mundo: G1P[8], G2P[4],
G3P[8], G4P[8] e G9P[8] (Santos & Hoshino, 2005).

Linhares e colaboradores (1977) descreveram o primeiro relato de casos de
gastroenterite infantil aguda associados aos RV-A na América Latina, observando
por ME particulas semelhantes aos RV em fezes de criangas com diarréia aguda em
Belém do Pard, Brasil. Desde entdo, diversos outros trabalhos tém sido publicados
demonstrando os casos de GA associados aos RV no pais. Em uma extensa revisao
dos artigos que descrevem a genotipagem de RV-A circulantes no Brasil em dois
periodos pré-vacinais compreendidos entre 1982-1995 e 1996-2005, Leite e
colaboradores (2008) demonstraram que as combina¢des mais frequentemente
encontradas foram: GI1P[8]/G1P[NT] (43%), G9P[8]/ GO9P[NT] (20%), G2P[4]/
G2P[NT] (9%), G3P[8]/ G3P[NT] (6%), G4P[8])/ GAP[NT] (4%) e G5P[8]/ G5P[NT]
(4%) (Figura 1.2).

Norte (Amazénia) n=241
Nordeste

A
Nordeste n=48

Centro- Oeste n=220

Sudeste n=193

A B

HG1P[8] ZG1P[NT] EG2P[4] % G2P[NT] M G3P[8] G3P[NT] mG4P[8]

7 G4AP[NT] L1 G5P[8]  [CIG5P[NT] M G9P[8] 21 GOP[NT] HE mix [ atypical

Figura 1.2. Genotipos de rotavirus grupo A (RV-A) no Brasil por regido. A. 1982-
1995 (653 amostras positivas); B. 1996-2005 (1.839 amostras positivas). NT: nao

tipado (adaptado de Leite e colaboradores (2008)).



1.1.2. Norovirus

O virus Norwalk, atualmente a espécie prototipo do género Norovirus, foi o
primeiro virus descrito como causador da GA, sendo detectado por ME em amostras
de um surto de gastroenterite em criancas de uma escola primaria na cidade de
Norwalk, Ohio, Estados Unidos (Kapikian et al, 1972).

Inicialmente, estes virus foram denominados “Norwalk-like virus” (NLV) e
classificados na familia Picornaviridae, com base na sua morfologia em ME e no
genoma de RNA de fita simples (RNAfs). Em 1978, a familia Caliciviridae foi
taxonomicamente distinguida da Picornaviridae, baseado na morfologia da particula
viral e na observacdo de que os calicivirus apresentavam uma poliproteina
estrutural, da qual o capsideo é constituido (Green et al, 2000).

A demonstracdo da similaridade de sequéncia entre NV e outros calicivirus
(CV), possibilitada pela clonagem e sequenciamento do genoma viral, foi um grande
avango que levou ao reconhecimento da relagéo entre os NV e outros membros da
familia Caliciviridae. Assim, o NLV foi reclassificado como um género denominado
Norovirus, pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), pertencente a
familia Caliciviridae, que contém ainda os géneros Sapovirus, Lagovirus e Vesivirus
(Green et al, 2000).

A particula dos NV é ndo-envelopada, apresenta simetria icosaédrica, mede
aproximadamente 40nm de diametro e apresenta 32 depressées em forma de taca

na sua superficie (Figura 1.3) (Green et al, 2000).

Figura 1.3. Morfologia dos norovirus (NV). A. Particulas de virus Norwalk em
filtrado de fezes visualizado por micrografia eletrdnica — Barra 50nm (Green et al, 2000);
B. Representacdo da superficie da particula viral obtida através da criomicroscopia

eletrénica (CME) (Tan & Jiang, 2007).



Seu genoma € constituido de um RNAfs, polaridade positiva, com
aproximadamente 7,7 Kb de comprimento, que codifica trés ORFs (“Open Reading
Frames” — Fases Abertas de Leitura). Apresenta uma regido nao traduzida (UTR),
tanto no extremo 5" quanto no extremo 3" e uma cauda poli(A) 3'. Contém também
um RNA subgenémico de 2,3 kb com as ORF 2 e 3 (Bertolotti-Ciarlet et al, 2003). A
ORF 1 codifica uma poliproteina de 200 kDa que, ao sofrer processamento co- e
pés-traducional, gera proteinas néo estruturais (NSP), incluindo a RNA polimerase-
RNA dependente (RpRd). A ORF 2 e a ORF 3 codificam a maior (VP1) e a menor
(VP2) proteinas estruturais do capsideo viral, respectivamente (Hardy, 2005) (Figura
1.4).

Q Q — -
O @ || | (e I— (A),
O (A),

Figura 1.4. Organizacdo do genoma dos norovirus (NV). p48: Proteina p48;

NTPase: Proteina Nucleosideo Trifosfatase; p22: Proteina p22; VPg: Proteina
associada ao genoma; 3CLpro: Protease; RdRp: Polimerase; VP1: Proteina Principal
do Capsideo; VP2: Proteina Menor do Capsideo. Circulo Verde: VPg; (A),: Cauda

Poli(A) Hardy (2005).

A poliproteina da ORF1 pode ser dividida desde a extremidade C a
extremidade N em dominios funcionais designados como proteina p48, nucleosideo
trifosfatase (NTPase), p20 ou p22 (dependendo do Genogrupo), VPg, protease 3CL
e a RdRp. A p48 poderia agir como proteina de estrutura para a formacao de
complexos de replicagdo viral. A NTPase tem funcéo de helicase. A proteina 22 esta
ligada ao processo de replicagdo viral. A proteina VPg, de 15 kDa, esta unida ao
RNA gendmico e subgendmico e, provavelmente, atua na sintese de novas
moléculas de RNA viral. A protease viral 3C realiza 0 processamento co- e pos-
traducional da ORF1 para gerar as proteinas codificadas por esta regido. A
polimerase se extende do aa 1281 a regido C terminal da ORF1 e apresenta
dominio catalitico e elementos estruturais caracteristicos das RpRd de outros virus
RNA polaridade positiva (Hardy, 2005).
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O virion dos NV é composto de 90 dimeros da maior proteina do capsideo, a
VP1, e uma ou duas copias da menor proteina estrutural do capsideo, a VP2
(Prasad et al, 1994). A VP1 é constituida de 530 a 555 aa e apresenta dois dominios
conservados que flanqueiam um dominio variavel central, o qual pode conter
determinantes antigénicos que definem a especificidade da amostra: os dominios P
e S. Acredita-se que essa proteina ndo somente esta relacionada a estrutura viral
como também contém sitios de ligacdo a receptores celulares e sorotipos e
fendtipos virais determinantes (Hardy, 2005; Zheng et al, 2006).

A proteina VP2 é composta de 208 a 268 aa e exibe alta variabilidade na
sequéncia entre diferentes amostras. O papel desta proteina na replicacéo viral ndo
€ bem definido, mas sabe-se que a fosforilagdo desta proteina pode possuir um
papel regulatério importante nos eventos de replicacdo viral. Esta descrito que a VP2
€ a menor proteina estrutural presente em uma ou duas coépias por virion, sendo
importante na encapsidacdo do RNA gendmico viral e na sintese de particulas
infecciosas. A funcdo da VP2 esta associada a regulacdo da expressdo e de
estabilizacdo dos blocos capsidicos da VP1 para produzir particulas que sejam
resistentes a degradacao proteolitica (Glass et al, 2000a; Hardy, 2005).

O género Norovirus esta dividido em cinco genogrupos (Gl, Gll, GGIII, GIV e
GV) baseando-se na analise da sequéncia de informacdo obtida da regidao que
codifica a proteina de capsideo VP1, sendo os genogrupos I, Il e IV responsaveis
por infeccdes em humanos. Os G sdo constituidos de gendtipos (GG), que
representam a unidade minima de classificacdo dos NV (Figura 1.5) (Zheng et al,
2006; Patel et al, 2009). Duas amostras sdo consideradas como pertencentes a
diferentes G se a distancia entre elas pelo método de distancia sem correcao for =
45%. Dentro do mesmo G, amostras que apresentam distancia = 14,3% < 43,8% séao

agrupadas em diferentes GG (Zheng et al, 2006).
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Figura 1.5. Classificacdo de norovirus (NV) em cinco genogrupos (GI-V) e 32

genotipos baseada na diversidade aminoacidica da proteina de capsideo VP1
(Patel et al, 2009).

As infeccBes por NV sdo caracterizadas por diarréia e vOmito. Essas
manifestacbes podem estar acompanhadas por nausea, cdimbras abdominais,
cefaléia, febre e mialgia (Thornton et al, 2004; Bull et al, 2006). Os sintomas
manifestam-se de 12 a 72 horas e o0s virus séo eliminados por um periodo que pode
exceder 22 dias. O periodo de incubacdo é de 12 a 48 horas e a doenca é
normalmente branda e auto limitada, resultando em altas taxas de transmissao e
grandes surtos. Os NV infectam individuos de todas as faixas etarias. Geralmente,
individuos com idade superior a 1 ano desenvolvem vémito como a principal
caracteristica da doenca, enquanto a diarréia € o sintoma mais freqliente em
criangas menores de um ano de idade (Clark & McKendrick, 2004; Thornton et al,
2004; Patel et al, 2009). Porém, um estudo de infeccdo por NV em voluntarios
humanos demonstrou que 82% (41/52) dos voluntarios foram infectados, sendo 68%
(28/41) sintomaticos, 32% (13/41) com sintomas brandos e 20% (8/41) nao
apresentando qualquer tipo de sintoma (Gallimore et al, 2004b), além de NV terem
sido detectados em criangcas apresentando infec¢cdo assintomatica (Monica et al,
2007).
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A principal via de transmisséo dos NV é fecal-oral. A infeccao primaria ocorre,
predominantemente, através da ingestdo de agua e alimentos contaminados. Porém
a transmissao via vémitos, por superficies (através da méo/contato com a boca) e
formacdo de aerossol, poderia gerar infeccbes secundarias e explicar a
disseminacéao rapida e extensa de surtos de doencas em ambientes fechados, como
hospitais, hotéis, cruzeiros, e creches (Estes et al, 2000; Fankhauser et al, 2002;
Widdowson et al, 2005). Associado a isso, a baixa dose infecciosa requerida para
ser estabelecida a infeccéo (<10 particulas), a eliminacdo prolongada de particulas
nas fezes, a estabilidade no ambiente, a grande diversidade genética e a baixa
imunidade contribuem na disseminacdo de casos (Glass et al, 2000b; Bull et al,
2006; Patel et al, 2009).

Responséaveis por 60 a 80% dos surtos de gastrenterite em todo o mundo,
correspondendo a aproximadamente 93% das gastroenterites ndo-bacterianas, 0s
NV infectam individuos de todas as idades, uma caracteristica que os difere de
outros virus responsaveis pela etiologia das gastroenterites (Glass et al, 2000b;
Zheng et al, 2006). Estima-se que os NV sejam responsaveis por 64.000 episédios
diarréicos que requerem hospitalizagdo, 900.000 consultas clinicas em criancas de
paises industrializados e acima de 200.000 6bitos de criangas com idade inferior a
cinco anos em paises em desenvolvimento (Patel et al, 2008).

Casos esporadicos de GA causados por NV podem ocorrer durante todo o ano,
embora se observem diferentes padrées de sazonalidade nos hemisférios norte e sul
para a maioria dos surtos. No hemisfério norte, os casos ocorrem com maior
frequéncia no inverno ou na estacao seca, enquanto que no sul sdo mais frequentes
no verdo (Froggatt et al, 2004; Parashar et al, 2004; Bon et al, 2005; Fretz et al,
2005; Ike et al, 2006).

No mundo, trabalhos desenvolvidos em diversos paises, como Chile, Franca,
Alemanha, Italia, Estados Unidos e Japao, tém demonstrado a importancia dos NV
nas GA, especialmente os NV GIl.4, descritos como 0s mais prevalentes. Além
disso, nesses trabalhos pode-se observar a grande diversidade genética dos NV e a
descricéo de novas cepas circulantes (Vidal et al, 2005; Bon et al, 2005; Okada et al,
2005; Colomba et al, 2006; Ike et al, 2006).

No Brasil, alguns trabalhos foram desenvolvidos demonstrando a circulagao
dos NV no pais (Figura 1.6). Em trabalho realizado na Bahia por Campos e

colaboradores (2008), NV foram detectados em 63% de amostras de pacientes
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apresentando quadros de GA, sendo o Gll.4 detectado em 72,5% das amostras,
Gll.3 em 8,8% e GII.9 em 10%. Outro trabalho realizado na Bahia por Xavier e
colaboradores (2009) com criangas de idade inferior a 3 anos na cidade de Salvador,
demonstrou que os NV foram responsaveis por 8% dos casos. Em Recife, NV foram
detectados em 15% dos casos de criancas internadas com quadros diarréicos
(Nakagomi et al, 2008).

No Rio de Janeiro, quatro trabalhos foram publicados demonstrando a
importancia dos NV. Gallimore e colaboradores (2004a) demonstraram que 0os NV
foram responsaveis por 75% (3/4) dos surtos de gastroenterite de etiologia néo
conhecida em uma creche na cidade do Rio de Janeiro, do quais dois foram
causados por Gll.4 e outro por GI.3, variando de 23% a 67%. Soares e
colaboradores (2007) detectaram NV em 14,5% de amostras clinicas de criancas
com GA, sendo 47,6% e 52,3% destas pertencentes ao genogrupo | e Il
respectivamente. Victoria e colaboradores (2007), ao estudarem criancas
hospitalizadas por quadros de GA, detectaram NV em 20% dos casos e o0s
gendtipos envolvidos foram Gll.4 (64%), GIl.2 (7%) e Gl.2 (4%). Ferreira e
colaboradores (2008) publicaram um trabalho no qual NV foram detectados em 66%
das amostras provenientes de surtos e casos esporadicos de GA na regiao do Vale
do Paraiba no estado, com todas as amostras sequienciadas pertencentes ao Gll.4.

No Espirito Santo, NV foram detectados em 39,7% amostras provenientes de
criancas hospitalizadas por GA (Ribeiro et al, 2008).

Em Sé&o Paulo, NV foram detectados em 33,3% das amostras de criangas com
idade inferior a trés anos (Castilho et al, 2006). Neste estudo NV Gl foram
detectados em 6,1% da amostras, sendo observados os genétipos Gl.3b e Gl.4. O
GllI foi encontrado em 78,7%, onde foram detectados os gendtipos Gll.4 (60,6%),
Gll.6, Gll.3 e GII.2.

Na regido centro-oeste do pais, um estudo realizado por Borges e
colaboradores (2006), detectou calicivirus humanos (HuCaV) em amostras

provenientes de criangas hospitalizadas em Brasilia (11,6%) e Goiania (1,9%).
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Figura 1.6. Representacdo esquemética da deteccdo de norovirus (NV) e

calicivirus humanos (HuCaV) no Brasil.

1.2. Metodologias de deteccédo de virus gastroentéricos

1.2.1. Rotavirus

A primeira metodologia descrita para deteccdo dos RV foi a visualizacéo direta
por ME das particulas virais em funcdo da morfologia Unica deste patdgeno, formato
de roda (Kapikian et al, 2001). Atualmente, o método de escolha mais utilizado para
detecgdo do antigeno viral € o ensaio imunoenzimatico (EIE), que é disponivel
comercialmente para o diagnéstico de RV-A, com a utilizagdo de anticorpos
policlonais ou monoclonais dirigidos ao antigeno comum de grupo (VP6). Trata-se
de um procedimento de facil execucéo, acessivel a laboratérios de rotina e que
permite testar varias amostras simultaneamente (Flewett et al, 1989).

A EGPA representa um método diagnéstico com sensibilidade e especificidade

elevadas, possibilitando a caracterizacdo dos perfis genémicos de RV-A e a
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diferenciacdo entre os demais grupos, que apresentam padrdes eletroforéticos
atipicos (Pereira et al, 1983).

A reacdo em cadeia pela polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-
PCR) representa um método de alta sensibilidade e especificidade, sendo aplicada
para genotipagem dos RV-A, pela utilizacdo de iniciadores de cadeia consensuais e
especificos que amplificam os genes que codificam para as proteinas VP4 e VP7
(Gouvéa et al, 1990; Gentsch et al, 1992; Das et al, 1994). Além destes, protocolos
de amplificacdo gendmica de outros segmentos ja foram descritos (lturriza-Gémara
et al, 2002; Gallimore et al, 2006). Mais recentemente, protocolos de PCR
quantitativo (QPCR) tém permitido a quantificagcdo da carga viral em especimens
clinicos (Min et al, 2006; Gutiérrez-Aguirre et al, 2008; Zheng et al, 2008).

1.2.2. Norovirus

O maior obstaculo para o diagnéstico laboratorial das infec¢cdes por NV tem
sido a auséncia de um sistema de cultivo celular e modelo animal para a replicacéo
viral (Duizer et al, 2004b). Consequentemente, a ME e a imunomicroscopia
eletrdnica (IME) foram as metodologias mais utilizadas para a deteccéo de particulas
de NV (Atmar & Estes, 2001).

EIE sdo faceis de serem realizados e ndo necessitam de equipamentos
sofisticados. Entretanto, a diversidade antigénica dos NV e 0s ensaios altamente
especificos requerem quantidades e qualidade suficientes de antigenos para
deteccdo de todos os genogrupos e gendtipos. Em funcédo da insuficiéncia destes
insumos, a viabilidade do teste para a deteccdo tem sido restringida (Moreno-
Espinosa et al, 2004; de Bruin et al, 2006).

Em funcdo da grande diversidade gendmica dos NV, diferentes iniciadores tém
sido desenhados para amplificacdo de distintas regides do genoma viral em
protocolos de RT-PCR, tais como regides da RpRd e a regido da juncédo da ORF1-
ORF2, que séo descritas como as mais conservadas do genoma (Ando et al, 1995;
Kobayashi et al, 2000; Beuret, 2003; Kageyama et al, 2003; La Rosa et al, 2007).
Outras regides do genoma também tem sido alvo de amplifica¢cdes, como a regido

codificadora da proteina VP1, por propiciarem a distincdo e a identificacdo dos
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genogrupos e genotipos dos NV (Atmar & Estes, 2001; Kojima et al, 2002; Vinjé et
al, 2004).

Recentemente, protocolos RT-PCR em tempo real, incluindo protocolos
multiplex, tém sido descritos, 0s quais sdo sensiveis e especificos, apresentam
baixa taxa de contaminacdo e quantificam a carga viral da amostra (Kageyama et al,
2003; Pang et al, 2005; Hoehne & Schreier, 2006; Trujillo et al, 2006).

1.2.3. Deteccdao de virus gastroentéricos em amostras ambientais

Para a investigagéo de virus em amostras ambientais, os métodos de deteccéo
viral devem estar associados a métodos de concentracdo capazes de recuperar 0s
virus disseminados no ambiente. Inicialmente, os métodos de concentracdo viral
foram associados a métodos de deteccao baseados em cultivo celular e os estudos
de virologia ambiental estavam restritos a pesquisa virus cultivaveis, como o0s
adenovirus (AdV) e enterovirus (Farrah et al, 1977, ljzerman et al, 1997; Griffin et al,
2003; Fong & Lipp, 2005).

A pesquisa de virus entéricos considerados fastidisosos ou que ndo dispdem
de um cultivo celular para replicacéo € recente e resultado dos avancos obtidos no
diagnéstico molecular destes virus, com a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
considerada atualmente uma metodologia adequada para detectacdo de virus em
ambientes aquéticos (Fong & Lipp, 2005). A PCR integrada a cultura celular (ICC-
PCR), metodologia que combina cultura celular e detec¢cdo molecular do &cido
nucléico viral, foi desenvolvida para detectar particulas virais viaveis e reduzir as
desvantagens inerentes das duas técnicas (Chung et al, 1996; Reynolds et al,1996;
Chapron et al, 2000; Ko et al 2003).

As técnicas de concentracdo viral podem estar baseadas no tamanho da
particula viral e na massa molecular relativamente alta dos virus, o que possibilita
concentra-los por métodos de ultrafiltragdo ou ultracentrifugacdo (Wyn-Jones &
Sellwood, 2001; Fong & Lipp, 2005; Garcia, 2006). Outras metodologias baseadas
nas propriedades fisico-quimicas da particula viral que conferem a capacidade de
adsorcdo em matrizes carregadas positiva ou negativamente (membranas, 1a e fibra

de vidro) com posterior eluicdo tém sido descritas (Sobsey & Glass, 1980; Vilagines
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et al, 1993; Gantzer et al, 1998; Queiroz et al, 2001; Katayama et al, 2002; Haramoto
et al, 2004, 2005; Albinana-Gimenez et al, 2006).

O método de adsorcdo-eluicdo utilizando membranas carregadas
positivamente tem sido amplamente utilizado para a recuperacéo viral em amostras
ambientais (Standard Methods, 1995; Mehnert et al, 1997; Queiroz et al, 2001; Fong
& Lipp, 2005). Entretanto, a utilizacdo do extrato de carne para eluicdo do
concentrado nestes métodos tem sido apontada como um fator inibidor da PCR,
principalmente apds reconcentracdo. Assim, protocolos envolvendo adsorcdo em
membranas carregadas negativamente com posterior eluicdo em solucdes
inorganicas (Katayama et al, 2002), como o utlizado neste estudo, tém se
apresentado como uma alternativa quando a deteccao viral € realizada por métodos
moleculares. Além disso, a etapa acida do protocolo permite a ligacdo dos virus a
membrana, assim como auxilia na remocdo de cations e outros inibidores. Em
adicdo, estas membranas apresentam maior eficiéncia na recuperagédo viral a partir
de 4gua do mar e em aguas com alta turbidez que as carregadas positivamente
(Lukasik et al, 2000; Katayama et al, 2002; Fong & Lipp, 2005).

Diversos estudos utilizando diferentes metodologias de concentracao
demonstraram a presenca de RV em esgoto, aguas superficiais, subterraneas,
potaveis e marinhas (Mehnert & Stewien, 1993; Gajardo et al, 1995; Kittigul et al,
2001; Abbaszadegan et al, 2003; Pusch et al, 2005; Espinosa et al, 2008; Hamza et
al, 2009; He et al, 2009; Rutjes et al, 2009; Wong et al, 2009). Surtos de RV, tendo
a agua como principal fonte de contaminacado, foram descritos em diferentes paises:
Suécia (Lycke et al, 1978), Brasil (Sutmoller et al, 1982), Russia (Solodovnikov et al,
1989), Finlandia (Kukkula et al, 1997) e Albania (Villena et al, 2003).

A auséncia de sistemas de vigilancia tem limitado a capacidade de se estudar a
etiologia e epidemiologia da gastroenterite causada por NV. Entretanto, com o
aumento da disponibilidade de métodos de deteccdo e caracterizacdo tém-se
demonstrado a importancia deste patdgeno, assim como fontes de infecgéo
(Thornton et al, 2004).

NV foram responsaveis por surtos de veiculacao hidrica em estacdes de ski,
cruzeiros, resorts e piscina (Kappus et al, 1982; Boccia et al, 2002; Anderson et al,
2003; Widdowson et al, 2004; Enserink, 2006; Podewils et al, 2007; O Reilly et al,
2007). Estes virus foram detectados em aguas superficiais, subterraneas, potavel e

mineral, aguas recreacionais de rio, mar e lago (Kappus et al 1982; Kukkula et al,
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1999; Beuret et al, 2002; Abbaszadegan et al, 2003; Parshionikar et al, 2003;
Laverick et al, 2004; Miagostovich et al, 2008; Hamza et al, 2009). Em estudo na
Finlandia, NV foram responsaveis por 18 de 41 surtos de veiculacdo hidrica em
diferentes tipos de matrizes aquaticas, como subterranea, poco, lago e superficial

como fonte de agua potavel (Maunula et al, 2005).

1.3. Prevencéo e controle

A prevencdo de surtos de GA causados pela infeccdo viral depende da
identificacdo do modo de transmissé&o. De modo geral, a interrupcdo da transmissao
se da pela implementacdo de medidas de controle da contaminacdo de alimentos e
da 4gua, mantendo ao mesmo tempo uma higiene adequada nos manipuladores de
alimentos e reduzindo a propagacdo do surto pelo contato pessoa-pessoa
(Unicef/OMS, 2009).

Vacinas estao disponiveis contra os RV, mas ndo para 0s outros agentes virais
da gastroenterite aguda, como os NV. Para RV, a vacina Rotarix, de especificidade
genotipica G1P[8], foi introduzida no calendario brasileiro de imunizacdo em marco
de 2006, porém j& estava disponivel desde 2005 em clinicas e consultorios
particulares. Para os NV, os primeiros avancos para o desenvolvimento de uma
vacina anti-NV tém sido obtidos pela utilizacdo de VLPs recombinantes para a
imunizacdo de camundongos e de voluntérios infectados pelo NV (Tacket, 2005;
Lobue et al, 2006). Outra estratégia de vacinacdo é a utlizacdo de AdV

recombinantes que expressam a proteina do capsideo dos NV (Guo et al, 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Ao longo dos ultimos anos, tem sido observado um aumento nas atividades
gue envolvem o contato com a agua, antes restrito a épocas balneares, resultando
em um aumento na exposi¢ao a microrganismos patogénicos ali presentes, seja por
ingestdo, inalacdo ou penetragdo pela pele (Pond, 2005). Embora os perigos
microbiolégicos encontrados na agua de recreacgao incluam bactérias, protozoarios e
virus (Bartram & Rees, 2000), doencas de veiculacdo hidrica vém sendo mais
freqientemente associadas a contaminacao viral (Cabeli et al, 1982; Bosch et al,
2008).

No Brasil, a Resolucdo CONAMA n° 357, de 17 de Marco de 2005, dispde
sobre a classificacdo dos corpos d'agua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento e, quando considera parametros e padrbes microbiolégicos para
aguas destinadas a balneabilidade, remete a Resolugcdo CONAMA n° 274, de 29 de
novembro de 2000, que dispde sobre a classificacdo das aguas como proprias ou
improprias a balneabilidade, considerando coliformes fecais (termotolerantes),
Escherichia coli (E.coli) e enterococos. Entretanto, 0 uso destes parametros como
indicadores de presenca viral na agua vem sendo questionado e tem se mostrado
inadequado, em funcdo das diferencas existentes entre estes grupos de
microrganismos. Diversos trabalhos tém demonstrado auséncia de associacéo entre
contaminacgao bacteriana e viral (Skraber et al, 2004; Jiang et al, 2006; Rose et al,
2006; Espinosa et al, 2009), de modo que &guas de recreacdo que nao sofrem
nenhum tratamento sanitario, podem conter virus, apesar de serem consideradas
préprias para o banho de acordo com os parametros bacterianos (Gerba et al, 1979;
Goyal et al, 1984; Miagostovich et al, 2008). Outros estudos vém sendo realizados
na tentativa de se determinar um marcador viral de contaminagdo humana com
énfase nos virus DNA, por estes apresentarem maior estabilidade no ambiente,
como os poliomavirus humano JC (HPyJC), torque teno virus (TTV) e adenovirus
humanos (HuAdV), e sugerem a utilizacdo deste Ultimo por apresentar resisténcia
aos processos de tratamento de agua e esgoto utilizados (Puig et al, 1994; Pina et
al, 1998; Boffil-Méas et al, 2006; Hundesa et al, 2006; Carducci et al, 2008; Diniz-
Mendes et al, 2008; Albifiana-Gimenez et al, 2009; Fumian et al, in press; Prado et
al, submetido).

Aguas de contato primario, definidas pelo contato direto e prolongado da agua
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com individuos durante atividades recreacionais ou desportivas (Resolucdes
CONAMA 274, de 29 de Novembro de 2000, e 357, de 17 de Marco de 2005), séo
rotineiramente monitoradas seguindo os padrdes determinados pela legislacao
vigente, como ocorre com a Lagoa Rodrigo de Freitas, objeto deste estudo.

A Lagoa Rodrigo de Freitas € um ponto turistico e de lazer de grande
expresséo na estrutura urbana da cidade do Rio de Janeiro e, ao longo dos anos,
sofreu com o aporte incessante de &guas servidas e de matéria sélida, o que
prejudicou a qualidade de suas aguas (Alves et al, 1998). Recentemente, um projeto
de recuperacdo para reverter o seu atual processo de degradacdo ambiental vem
sendo desenvolvido pelo grupo EBX em parceria com o Governo do Estado e a
Prefeitura da Cidade do Rio de Janeiro (Projeto Ambiental Lagoa Limpa, 2009).

A avaliacdo da contaminacdo viral das &guas da Lagoa por virus
gastroentéricos (RV e NV) é pioneira e resultante da associacao de metodologias de
concentracdo e técnicas moleculares que permitam a detec¢éo de virus fastidiosos,
como os RV, e dos NV, que, até o momento, ndo dispdem de cultura celular e
modelo animal para replicacdo. Este estudo tem como objetivo principal demonstrar
a disseminacao destes virus neste ecossistema aquatico, alertando sobre o possivel
risco de infeccdo pela exposicdo a estes agentes, especiamente por atividades
desportivas recreacionais realizadas rotineiramente na Lagoa, tais como remo, ski
aguatico e competicdes nauticas.

Os resultados obtidos neste estudo fornecem dados quantitativos necessarios
para a realizacdo de estudos posteriores de analise de risco de infeccao,
indispensaveis para se determinar a qualidade e, consequentemente, a

balneabilidade destas aguas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a contaminacéo por RV e NV em concentrados de aguas superficiais
da Lagoa Rodrigo de Freitas pela deteccdo, quantificacdo e caracterizacao
molecular destes agentes, correlacionando-os com parametros microbiol6gicos e

fisico-quimicos de qualidade da agua.

3.2. Objetivos especificos

- Detectar e quantificar por amplificacdo gendmica utilizando métodos qualitativos
(cPCR) e guantitativos (QPCR) a presenca do NV e RV em amostras de agua da
Lagoa Rodrigo de Freitas.

- Determinar os genoétipos dos virus detectados por sequenciamento nucleotidico

dos amplicons obtidos .

- Detectar e quantificar o indicador microbiolégico E.coli nas amostras de agua e

investigar sua possivel correlacdo com a presenca de RV e NV.

- Detectar adenovirus humano (HuAdV), utilizando método de gPCR, e avaliar seu

papel como marcador viral de contaminacao fecal.

- Determinar os parametros fisico-quimicos das amostras de agua e avaliar sua

possivel correlagdo com a presenca de RV e NV.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de Estudo

Localizada entre a restinga de Ipanema e o Leblon, na Zona Sul da cidade do
Rio de Janeiro, a Lagoa Rodrigo de Freitas possui um espelho d'dgua de 2,2kmz2,
profundidade média de 2,8m e perimetro de 7,8km, com volume de
aproximadamente 6.200.000m3. A Lagoa se inclui na categoria de lagoa sufocada,
por apresentar uma Unica via de comunicacdo com o mar, o canal do Jardim de
Alah, que possui 800m de comprimento e largura variando entre 10 e 18 metros, por
onde processa seu balan¢o hidrico com o ambiente marinho (INEA, 2009).

A Lagoa Rodrigo de Freitas encontra-se situada na vertente sul da Serra
Carioca, que se caracteriza por ter grande parte de suas encostas cobertas por
florestas em bom estado de conservacdo. Atualmente, a bacia do Rio dos Macacos
€ o trecho em melhor estado de conservacgéao florestal de todo o macico da Tijuca,
onde podemos encontrar a Mata do Pai Ricardo, que é conhecida por sua formacao
primaria de Mata Atlantica dentro da cidade do Rio de Janeiro (Projeto Ambiental
Lagoa Limpa, 2009).

Engastada entre a vertente sul da serra da Carioca e o mar, na malha urbana
de uma area de alta densidade populacional na cidade do Rio de Janeiro, a Lagoa
recebeu despejos domésticos por longo periodo, e ainda os recebe acidentalmente,
encontrando-se, consequentemente, em processo de eutrofizacdo. Dentre o0s
problemas ambientais observados, destacam-se: grande aporte de matéria organica
por despejos de efluentes, principalmente, domésticos, gerando um grande estoque
de nutrientes; progressivo processo de aterro de suas margens, gerando uma perda
de aproximadamente 50% de seu espelho d'agua original, aporte de material em
suspensao (sedimentos), acarretando pontos de assoreamento (INEA, 2009).

A Lagoa é considerada uma area de protecdo permanente dentro do artigo 463
da Lei Organica do Municipio de 05 de Abril de 1990 e em 2004 foi criado pelo
Decreto N° 35487, de 24 de Maio de 2004, o Conselho Consultivo de Gestdo da
Bacia Hidrografica da Lagoa Rodrigo de Freitas — Municipio do Rio de Janeiro, com
a finalidade de promover a recuperagcdo ambiental e o gerenciamento do corpo

hidrico, assegurado o uso multiplo sustentavel da area de abrangéncia da bacia.
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A Lagoa representa atualmente uma das principais atracdes turisticas da
capital Rio de Janeiro, onde pratica-se esportes aquaticos como o0 remo, ou
simplesmente passeia-se de pedalinho, além de ser utilizada em competi¢cdes
nauticas, como nos Jogos Pan Americanos de 2007. Em seu entorno encontram-se
um estadio de remo (Estadio de Remo da Lagoa), uma col6nia de pescadores, uma
ciclovia pavimentada com 7,5 km de extensdo, diversos equipamentos de lazer e
quiosques de alimentacdo, que oferecem itens da gastronomia regional e
internacional, além de alguns dos mais importantes clubes da cidade, como Clube
de Regatas do Flamengo, Joquei Clube Brasileiro, Clube Caicaras e as sedes

nauticas do Clube de Regatas Vasco da Gama e Botafogo de Futebol e Regatas.

4.2. Coleta

Foram realizadas coletas mensais de 2L de 4gua superficial na Lagoa Rodrigo
de Freitas no periodo de Julho de 2007 a Agosto de 2008. Os pontos de coleta
foram determinados utilizando-se o sistema de posicionamento global GPS (Garmin
etrex®Legend, EUA) e escolhidos de maneira que todo o entorno lagunar fosse
representado, incluindo areas de lazer e pratica de esportes, além de um ponto
central, um ponto no Rio dos Macacos e um ponto na Praia do Leblon, préximo a
saida do canal de Jardim de Alah (Figura 4.1). Adicionalmente, foram coletados
200mL de agua para contagem de E.coli e realizada a mensuracdo de parametros

fisico-quimicos no momento da coleta.
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Figura 4.1. Mapa geografico da Lagoa Rodrigo de Freitas, municipio do Rio de Janeiro, RJ: localizacdo dos pontos de coleta (Fonte: Google Earth).



Segundo a Resolugdo CONAMA 357, as aguas da Lagoa Rodrigo de Freitas
séo classificadas como &guas salobras classe especial por esta ser uma area de
protecdo permanente. Entretanto, em fungdo das modificagbes que este ambiente
sofreu e das atividades balneares (recreacdo de contato primario) exercidas neste
ambiente, ela enquadra-se na categoria de agua salobra classe 1. O Rio dos
Macacos enquadra-se na classificacdo de &gua doce classe 2, categoria que
envolve &guas destinadas a blaneabilidade, ao abastecimento para consumo
humano, apés tratamento convencional, e a protecdo das comunidades aquaticas. A
Praia do Leblon é classificada como agua salina classe 1, que compreende aguas
destinadas a balneabilidade, a protecdo das comunidades aquaticas a aquicultura e
pesca. Assim, os valores obtidos nos parametros analisados foram comparados aos
padrbées de qualidade das aguas determinados nesta Resolucdo, que estabelece

limites individuais para cada substancia em cada classe.

4.3. Concentracao viral

As amostras foram concentradas por metodologia baseada na adsorcéo-
eluicdo dos virus em membrana carregada negativamente, descrita por Katayama e
colaboradores (2002).

As amostras foram previamente clarificadas para a remocdo de residuos
grosseiros por filtracdo com pré-filtro AP-20® (membrana de 142 mm de diametro,
malha de Millipore) utilizando um Sistema de Filtracdo Millipore (Millipore, RJ),
constituido por uma bomba de vacuo, um recipiente de pressao e um suporte para a

colocacao das membranas (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Sistema de filtracdo Millipore®. 1 - Bomba de vacuo com mandmetros;

2 - Recipiente de pressao; 3 - Suporte de membranas.

ApoOs a clarificagdo, foram adicionados as amostras 25 mL de cloreto de
magnésio (MgCl a uma concentragao final de 25 mM (Vetec, Brasil). O pH foi
ajustado para 5,0 com a adicdo de acido cloridrico 6N (HCI, Merck, Brasil). Em
seguida, as mesmas foram filtradas em membrana HA carregadas negativamente
(142 mm de diametro, malha de 0,45 um, Millipore) acopladas ao suporte do sistema
de filtracdo. A membrana foi rinsada com 350 mL de acido sulfarico 0,5 mM (H2SOy,,
Merck, Brasil). Os virus foram eluidos em 15 mL de hidroxido de sédio 3 mM, pH
10,5 (NaOH, Vetec, Brasil) por agitacdo em placa de petri durante 10 minutos. O
eluato foi neutralizado pela adicdo de 50 pL de H,SO,4 50 mM e 50 pL de tampéao
Tris-EDTA (TE) 100x (10 pM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) e transferido para uma
unidade do concentrador Centriprep® YM-50 (Millipore, Brasil) (Figura 4.3). Em
seguida, foi realizada centrifugacédo a 1500 x g por 10 minutos a 4°C, até ser obtido

um volume final de 2 mL.

Figura 4.3. Concentrador Centriprep® YM-50, Millipore®. 1-Tubo coletor; 2-

Recipiente externo para a amostra.
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4.3.1. Determinacao da eficiéncia do método de concentracao viral

Para a determinacéo da eficiéncia do método de concentracdo viral utilizado,
foram feitas inoculacbes experimentais com 3,27 x 10’ cépias de genoma (cg) de
RV-A e 1,5 x 10" cg de NV Gll em amostras representativas de cada tipo de agua:
pontos 10 (Pedalinho), 11 (Rio dos Macacos) e 12 (Praia do Leblon). Apos a
inoculacdo, as amostras foram processadas conforme as demais obtidas no estudo.

4.4. Extracao de acido nucleico e obtencédo de DNA complemetar (CDNA)

O &cido nucleico viral foi extraido das amostras concentradas utilizando-se o
conjunto de reagentes comercial “Qiagen Viral RNA Kit” (Qiagen, Valencia,
Espanha), seguindo as recomendagdes do fabricante. Foram utilizados controles
negativo e positivo ao longo de todo o processamento da amostra. As amostras
clinicas RJ15221 e RJ12688 foram previamente sequenciadas como controles
positivos para RV e NV, respectivamente.

A sintese do cDNA de RV-A e NV foi realizada utilizando-se o iniciador
randémico pd(N)s (Amersham Biosciences, EUA).

Foram adicionados 2 pL de dimetil sulféxido (DMSO) (SIGMA®) a 10 pL de
RNA extraido, incubou-se a 97°C por 7 minutos para desnaturagdo, seguido de
banho de gelo por 2 minutos. Em seguida, 38 pyL da mistura de reagentes (Quadro
4.1) foram adicionados e incubou-se a 25°C por cinco minutos, 50°C por uma hora e

70° por 20 minutos. O produto foi estocado a -20°C até o momento da PCR.
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Quadro 4.1. Reagentes utilizados na reacdo da transcricdo reversa (RT) para a

obtencdo de DNA complementar (cDNA) a partir do RNA viral extraido.

Reagente Volume (uL)

H.,O livre de DNAase / RNAase ** 20,9
Tampao de PCR sem MgCl, (10X)* 5
dXTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (2,5mM)* 4

MgCl, (50 mM) * 15

RT Superscript 1™ Q200 U/pL) *

pd(N)s (25 U)** 4
DTT (100 mM)* 1

RNAse Out (40 U/pL) * 0,6

Total 38

* Invitrogen®, Califérnia, EUA, ** Gibco®, Califérnia, EUA, ** Amersham Biosciences

4.5. Deteccéo e quantificacao viral

45.1. Rotavirus

A deteccao de RV-A foi realizada por PCR convencional (cPCR), de acordo
com protocolo descrito por lturriza-Gémara e colaboradores (2002), no qual sdo
utilizados iniciadores de cadeia para a amplificacéo parcial do segmento que codifica
a proteina VP6 (Quadro 4.2).

Quadro 4.2. Sequéncia de iniciadores de cadeia utilizados na PCR para

deteccdo do gene que codifica a proteina VP6 dos rotavirus grupo A (RV-A).

) Iniciadores Nucleotideos | Fragmento .
Proteina _ _ Sequéncia (5'- 3")
de cadeia (posicao — pb) (pb)
alvo
VP6 - F (+) 747 — 766 gacggvgcractacatggt
VP6 379
VP6 - R (-) 1126 - 1106 gtccaattcatncctggttgg

Cadigo IUB (Unido Internacional de Bioquimica): N = A/C/G/T, R = A/IG, V = G/A/C

Para obtengcdo do amplicon, foram acrescentados 3uL de cDNA a mistura da
reacao (Quadro 4.3). A reagdo consistiu em desnaturacdo do cDNA a 94 °C por 2
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minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, hibridacdo

dos iniciadores de cadeia a 58°C por 30 segundos e amplificagdo a 72°C por 1

minuto. Ao final foi realizada uma extensdo a 72°C por 7 minutos.

Quadro 4.3. Reagentes utilizados na PCR para deteccdo do gene que codifica a

proteina VP6 dos rotavirus grupo A (RV-A).

Reagentes Volume (uL)
H,O DNAase/RNAase livre** 14,125
dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20uM)** 2
Tampéao de PCR sem MgCl, (10 X) * 2,5
MgCl, (50mM)* 1,25
Iniciadores de cadeia VP6-F e VP6-R (Pool 20uM) 2,0
Taq Polimerase Platinum (5U/uL)* 0,125
Total 22

* Invitrogen®, Califérnia, EUA, * 1 Gibco®, Califérnia, EUA

Foram consideradas positivas para RV-A as amostras que apresentaram

amplicons especificos de 379 pb.

Os RV-A foram classificados binariamente através da amplificacdo parcial dos

segmentos que codificam para as proteinas VP4 (Genstch et al, 1992) e VP7 (Das et

al, 1994; Gouvéa et al, 1994) (Quadro 4.4).
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Quadro 4.4. Sequéncia de iniciadores de cadeia utilizados na semi-nested PCR
para deteccédo e caracterizacdo dos genes que codificam para as proteinas VP4
e VP7 dos roravirus grupo A (RV-A).

Proteina Ir&iciadorgs Nuc!egtideos Fragmento Sequéncia (5- 3)
alvo e cadeia (posicéo — pb) (pb)
VP7 9conl (+) 37 -56 904 tag ctc ctt tta atg tat gg
9con2 (-) 922 - 941 gta taa aat act tgc cac ca
9T1-1 (G1) () 176 — 195 158 tct tgt caa agc aaa taatg
9T1-2 (G2) () 262 — 281 244 gtt aga aat gat tct cca ct
9T1-3 (G3) () 484 — 503 466 gtc cag ttg cag tgt tag ¢
9T1-4 (G4) () 423 — 440 403 ggg tcg atc gaa aat tct
9T1-9 (G9) () 131 - 147 110 tat aaa gtc att gca c
FT5 (G5) (-) 760 - 779 742 cat gta ctc gtt gtt acg tc
VP4 4con3 (+) 11-32 876 tgg ctt cgc tca ttt ata gac a
4con2 (-) 887 — 868 att tcg gac cat tta taa cc
1T1 P[8] (-) 339 — 356 345 tct act tgg gat aac gtg ¢
2T1P[4] () 474 — 494 483 cta ttg tta gag gtt aga gtc
3T1P[6] (-) 259 - 278 267 tgt tga tta gtt gga ttc aa
AT1 P[9] (-) 385 —-402 391 tga gac atg caa ttg gac

Foram adicionados 2,5uL do cDNA a mistura de reagentes descrita no Quadro

4.5. A reacao de amplificacdo consistiu em desnaturacdo do cDNA a 94°C por 2
minutos e 35 ciclos de desnaturacdo dos amplicons a 94°C por 30 segundos,
hibridacao dos iniciadores de cadeia a 50°C por 30 segundos e amplificacdo a 72°C

por 1 minuto. Ao final foi realizada uma extensdo a 72°C por 10 minutos.
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Quadro 4.5. Reagentes utilizados na PCR para detec¢cdo dos genotipos G e P

de rotavirus grupo A (RV-A).

Reagentes Volume (pL)
H,O DNAase/RNAase livre*! 15,625
dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20uM)** 2
Tampao de PCR sem MgCl, (10X) * 2,5
MgCl, (50mM)* 1,25
9conl/9con2 (G) ou 4con2/4con3 (P) (20uM)* 1
Tag Polimerase Platinum (5U/uL )* 0,125
Total 22,5

* Invitrogen ", Califérnia, EUA; *1 Gibco®, Califérnia, EUA

Para a caracterizacao dos genétipos G pela semi-nested PCR foram utilizados
0,5uL do iniciador consensual para G (9conl) e 0,5uL de cada iniciador G especifico
(G1, G2, G3, G4, G5 e G9) (Quadro 4.4). Para o gendtipo P foram utilizados 0,5uL
do iniciador consensual para P (4con3) e 0,5uL de cada iniciador especifico para
P[4], P[6], P[8] e P[9] (Quadro 4.4). Foram adicionadas 1uL do produto da PCR a
24uL da mistura da reacdo contendo os reagentes conforme o Quadro 4.6 para G
tipo e o quadro 4.7 para P tipo. As reacfes de amplificacdo para ambos os tipos G e
P consistiram em desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 25 ciclos de
desnaturacao dos amplicons a 94°C por 30 segundos, hibridacdo dos iniciadores de
cadeia a 47°C por 30 segundos e posterior amplificacdo a 72°C por 1 minuto. Ao
final, foi realizada uma extensdo a 72°C por 10 minutos. As amostras foram
genotipadas em funcdo do tamanho de fragmento caracteristico de cada genotipo,
conforme descrito no quadro 4.4.

32



Quadro 4.6. Reagentes utilizados na semi-nested

genotipos G de rotavirus grupo A (RV-A).

PCR para deteccdo de

Reagentes Volume (uL)
H,O DNAase/RNAase livre* 14,875
dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20uM)** 2
Tampao de PCR sem MgCl, (10X)* 2,5
MgCl, (50mM)* 1
Mistura dos iniciadores de cadeia de G tipo*2 3,5
Tag Polimerase Platinum (5U/uL)* 0,125
Total 24

* Invitrogen ", Califérnia, EUA; *1 Gibco®, Califérnia, EUA;

*2 Mistura de G tipo (0,5 pL de cada iniciador): 9conl + 9T1-1 (G1) + 9T1-2 (G2) + 9T1-3 (G3) +
9T1- 4 (G4) + FT5 (G5) + 9T1-9 (G9).

Quadro 4.7. Reagentes utilizados na semi-nested PCR para deteccdo de

genotipos P de rotavirus grupo A (RV-A).

Reagentes Volume (uL)
H,O DNAase/RNAase livre** 15,875
dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20uM)** 2
Tampéao 10X* 2,5
MgCl, (50mM)* 1
Mistura dos iniciadores de cadeia de P tipo** 2,5
Tag Polimerase Platinum (5U/puL)* 0,125
Total 24

* Invitrogenm, Califérnia, EUA; * 1 Gibco®, Califérnia, EUA;
* 2 Mistura de P(0,5 pL de cada iniciador): con3 + 1T1 P[8] + 2T1 P[4] + 3T1 P[6] + 4T1 P[9]

A guantificacdo foi realizada por gPCR, de acordo com protocolo descrito Zeng
e colaboradores (2008), no qual s&o utilizados iniciadores de cadeia para a
amplificacédo parcial do segmento que codifica para a proteina ndo estrutural NSP3
(Quadro 4.8).
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Quadro 4.8. Sequéncia de iniciadores de cadeia e sonda utilizados no PCR
guantitativo (QPCR) para amplificagcdo parcial do segmento que codifica a
proteina ndo estrutural NSP3 dos rotavirus grupo A (RV-A).

) Iniciadores )
Proteina _ Nucleotideos | Fragmento .
de cadeia . Sequéncia (5'- 3")
alvo (posicao — pb) (pb)
e sondas
NSP3 F (+) 963-988 accatctwcacrtraccctctatgag
NSP3 R (-) 1028-1049 ggtcacataacgcccctatagc
NSP3 87
Sonda FAM-agttaaaagctaacactgtcaaa-
995-1017
NSP3 None

Cddigo IUB: R = A/IG, W=A/T

O quadro 4.9 apresenta os reagentes e 0s volumes utilizados na reacéo final
do gPCR. O ciclo para a amplificagdo genémica consistiu de 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos, seguido por 45 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Para o qPCR foi utilizado o sistema TagMan da Applied Biosystems. As
amostras foram aplicadas em duplicatas em uma microplaca de 96 cavidades
(MicroAmp®, Applied Biosystems, CA, EUA) e a reacéo foi realizada em plataforma
ABI 7500 (Applied Biosystem, Califérnia, EUA).

Quadro 4.9. Reagentes utilizados no PCR quantitativo (qPCR) para
amplificacdo parcial do segmento que codifica a proteina ndo estrutural NSP3

de rotavirus grupo A (RV-A).

Reagentes Volume (uL)
H.,O livre de DNAase/RNAase * 5
TagMan Universal PCR Master Mix? 12,5
Iniciador NSP3 F (10uM) 1
Iniciador NSP3 F (10uM) 1
Sonda NSP3 FAM-none (0,5 uM) 0,5
cDNA 5
Total 25

Gibco®, California, EUA; “Applied Biosystems, EUA
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4.5.2. Norovirus

A deteccédo de NV foi realizada por semi-nested PCR, de acordo com protocolo
descrito por Boxman e colaboradores (2006), no qual sdo utilizados iniciadores de
cadeia para a amplificacdo parcial do gene que codifica para a polimerase viral
(Quadro 4.10 e 4.11). Esse protocolo consiste de uma primeira amplificagdo comum

aos Gl e Gll, seguida de semi-nested especifica para cada um dos G.

Quadro 4.10. Sequéncia de iniciadores de cadeia utilizados na PCR para

deteccéo do gene que codifica a polimerase viral dos norovirus (NV).

Regido Iniciadores | Nucleotideos | Fragmento .
o _ _ Sequéncia (5'- 3")
Genbmica | de cadeia | (posi¢cédo — pb) (pb)
RNA JV12Y (+) 4279-4299 307 ataccactatgatgcagayta
polimerase | JV13I (-) 4585-4605 tcatcatcaccatagaaigag

Céddigo IUB: | =inosina, Y = C/T

Quadro 4.11. Sequéncia de iniciadores de cadeia utilizados na semi-nested
PCR para deteccdo do gene que codifica a polimerase viral dos norovirus
genogrupos | e Il (NV-GI e NV-GlI).

Genogrupo | Iniciadores Nucleotideos Fragmento .
. . Sequéncia (5'- 3")
(G) de cadeia (posicao — pb) (pb)
| JV12Y (+) 4279-4299 ataccactatgatgcagayta
Noroll-R (-) 4495-4515 236 agccagtgggcgatggaattc
| Gl(#) 4691-4707 tcngaaatggatgttgg
JV13I (-) 4585-4605 187 tcatcatcaccatagaaigag

Caddigo IUB: | =inosina, N = A/IG/CIT, Y =CIT

Para a primeira amplificagéo, foram acrescentados 5uL de cDNA a mistura da
reacdo (Quadro 4.12). A reacdo de amplificagcdo consistiu em desnaturacdo do
cDNA a 95 °C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30
segundos, hibridacdo dos iniciadores de cadeia a 45°C por 30 segundos e
amplificacdo a 72°C por 1 minuto. Ao final foi realizada uma extenséo a 72°C por 10

minutos.
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Quadro 4.12. Reagentes utilizados na PCR para deteccdo do gene que codifica

a polimerase viral dos norovirus (NV).

Reagentes Volume (uL)

H,O DNAase/RNAase livre** 14
dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20uM)** 0,5
Tampao de PCR sem MgCl, 10 X * 2,5
MgCl, (50mM)* 0,8

Iniciadores de cadeia JV12Y e JV13I (Pool 11
pmol/ul) 2,0
Tag Polimerase Platinum (5U/uL)* 0,2
Total 20

* Invitrogen®, Califérnia, EUA, * 1 Gibco®, Califérnia, EUA

Para a semi-nested, foram acrescentados 2uL do produto a mistura da
segunda reacdo (Quadro 4.13). A reacdo de amplificacdo, comum a ambos os
genogrupos, consistiu em desnaturacédo a 95 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, hibridacdo dos iniciadores de cadeia a
45°C por 30 segundos e amplificacdo a 72°C por 1 minuto. Ao final foi realizada uma
de extensédo a 72°C por 10 minutos.

Quadro 4.13. Reagentes utilizados na semi-nested PCR para deteccédo do gene
que codifica a polimerase viral dos norovirus genogrupos | e Il (NV-GI e NV-
Gll).

Reagentes Volume (uL)

H,O DNAase/RNAase livre** 16,7
dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20uM)** 1,0
Tampao de PCR sem MgCl, (10 X) * 2,5
MgCl, (50mM)* 0,6

Iniciadores de cadeia (Pool 11 pmol/ul)
JV13l e G1 (Gl) ou 2,0

JV12Y e Noroll-R (GII)

Taq Polimerase Platinum (5U/pL)* 0,2
Total 23

* Invitrogen®, California, EUA, * 1 Gibco®, Califérnia, EUA
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Foram consideradas positivas para NV-GI as amostras que apresentaram

amplicons especificos com 187 pares de bases e positivas para NV-GIll as amostras

gue apresentaram amplicons especificos com 236 pares de bases.

A caracterizacdo molecular dos NV foi realizada por protocolo de amplificacéo

da regido codificadora do capsideo viral, descrito por Vinjé e colaboradores (2004)

(Quadro 4.14).

Quadro 4.14. Sequéncia de iniciadores de cadeia utilizados na reacdo de

sequenciamento parcial da regido D do genoma dos norovirus genogrupos | e

Il (NV-GI e NV-GlI).

Genogrupo | Iniciadores Nucleotideos ) Fragmento
G) de cadeia | (posic&o — pb) Sequéncia (- 3) (pb)
Cap A () 6897-6914 GGC WGT TCC CAC AGG CTT
| Cap B2 (+) 6738-6754 TAT GTI GAY CCW GAC AC 177
Cap B1 (+) 6738-6754 TAT GTT GAC CCT GAT AC
Cap C (9 6667-6684 CCT TYC CAK WTC CCA YGG

" Cap D3 (+) 6432-6452 TGY CTY ITI CCH CAR GAA TGG 253
Cap D1 (+) 6432-6451 TGT CTR STC CCC CAG GAA TG

Cadigo IUB: H = A/T/C, | = inosina, K= G/T, R=A/G, S=G/C,W =A/T,Y=CIT

O quadro 4.15 apresenta 0s reagentes e os volumes utilizados na reacéo. A

reacdo de amplificacdo consistiu de 95°C por 3 minutos, seguida por 40 ciclos de

desnaturacao a 94°C por 1 minuto, hibridacdo dos iniciadores de cadeia a 44°C por

1 minuto e amplificagdo a 72°C por 1 minuto. Ao final foi realizada uma extenséao a

72°C por 10 minutos.
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Quadro 4.15. Reagentes utilizados na PCR para obtencdo do produto para
sequenciamento parcial da regido D do genoma dos norovirus genogrupos | e
Il (NV-GI e NV-GlII).

Reagentes Volume (uL)
H,O DNAase/RNAase livre** 26,2
dXTP (dCTP, dDTP, dATP, dGTP) (20uM)** 4
Tampéao de PCR sem MgCl, 10 X * 5
MgCl, (50mM)* 15
Iniciadores de cadeia (Pool 50 uM/ul)
CapA,B2eBlouCapC,D1eD3 3,0
Tag Polimerase Platinum (5U/uL)* 0,3
cDNA 10
Total 50

* Invitrogen®, Califérnia, EUA, * 1 Gibco®, Califérnia, EUA

A quantificacdo dos NV foi realizada por gPCR, de acordo com protocolo
descrito por Kageyama e colaboradores (2003), no qual sédo utilizados iniciadores
de cadeia para a amplificacdo parcial da regido de juncdo ORF1-ORF2 do genoma
viral (Quadro 4.16).

Quadro 4.16. Sequéncia de iniciadores de cadeia e sonda utilizados na gPCR
para quantificacdo dos norovirus (NV) através da amplificacdo parcial da

regidao de juncado ORF1-ORF2 do genoma viral.

o ) Nucleotideos
Genogrupo | Iniciadores de cadeia

0Sicao — Sequéncia (5'- 3'
(G) e sondas (posig a ( )
pb)
COGI1F (+) 5291-5310 cgytggatgcgnttycatga
COGIR (-) 5375-5358 cttagacgccatcatcattyac

Sonda RING1(a) (-) 5340-5359 FAM-agatygcgatcycctgtcca-TAMRA

Sonda RING1(b) (-) 5340-5321 FAM-agatcgcggtctcctgtcca-TAMRA

COG2F (+) 5003-5023 cargarbcnatgttyagrtggatgag
Il COGZ2R () 5100-5080 tcgacgccatcttcattcaca
Sonda RING2 (+) 5048-5067 FAM-tgggagggcgatcgcaatct-TAMRA

Cddigo IUB: B = G/T/C, N = A/G/CIT,R=A/G,Y =CIT
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O quadros 4.17 e 4.18 apresentam os reagentes e 0s volumes utilizados na

gPCR. Para ambos os genogrupos, o seguinte ciclo foi utilizado para a amplificacéo

gendmica: 50°C por 2 minutos, seguido de 95°C por 10 minutos, 45 ciclos de 95°C

por 15 segundos e 56°C por 1 minuto. Para o gPCR foi utilizado o sistema TagMan

da Applied Biosystems. As amostras foram aplicadas em duplicatas em uma

microplaca de 96 cavidades (MicroAmp®, Applied Biosystems, CA, EUA) e a reacéo

foi realizada em plataforma ABI 7500 (Applied Biosystem, Califérnia, EUA).

Quadro 4.17.

Reagentes utilizados no PCR quantitativo (qPCR) para
quantificacdo dos norovirus do genogrupo | (NV-GI).
Reagentes Volume (uL)
H,O livre de DNAase/RNAase * 3,25
TagMan Universal PCR Master Mix 2 12,5
Iniciador COG 1F (10uM) 1
Iniciador COG 1R (10pM) 1
Sonda RING1a (10uM) 0,625
Sonda RING1b (10uM) 0,625
cDNA 5
Total 25

'Gibco®, Califérnia, EUA; “Applied Biossystems, EUA

Quadro 4.18. Reagentes utilizados no PCR quantitativo (qPCR) para

quantificacdo dos norovirus do genogrupo Il (NV-GlII).

1

Reagentes Volume (uL)
H,O livre de DNAase/RNAase * 3,875
TagMan Universal PCR Master Mix 2 12,5
Iniciador COG 2F (10uM) 15
Iniciador COG 2R (10uM) 1,5
Sonda RING2 (10uM) 0,625
cDNA 5
Total 25

Gibco®, California, EUA; “Applied Biosystems, EUA
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4.5.3. Andlise dos produtos amplificados por eletroforese em gel de

agarose

Para analise dos amplicons obtidos, 2uL de corante azul de bromofenol
(Invitrogen®) foram adicionados a 10pL de cada amplicon e os mesmos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (GIBCO-BRL®) a 1,5% em tamp&o
TBE 0,5% (GIBCO-BRL®) por 1 hora a 100 volts. O gel foi previamente impregnado
com Brometo de etideo (0,5 pg/mL) e os amplicons foram visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta (Labnet®). Para identificar os pesos moleculares
dos amplicons foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb (GIBCO-
BRL®). A imagens obtidas apds a eletroforese foram registradas em sistema de

captura de imagem (Biolmaging Systems®) utilizando o programa Labworks 4.0.

4.6.Sequenciamento nucleotidico

Para o sequenciamento dos RV-A e NV, foram utilizados os amplicons obtidos
pela PCR para amplificar o fragmento do gene que codifica a proteina VP6,
conforme Quadro 4.2 do item 4.5.1, e regido codificadora do capsideo viral,

conforme Quadro 4.14 do item 4.5.2, respectivamente.

4.6.1. Purificacdo e reacao de sequéncia

Os produtos foram purificados utilizando o kit comercial QIAquick® PCR
Purification kit (QIAGEN™, Valencia, CA, EUA) ou QIAquick® Gel Extraction kit
(QIAGEN™,  Valencia, CA, EUA). Apés a purificacdo, os produtos foram
quantificados em espectrofotdmetro NanoDrop™ (Thermo Scientific, EUA).

Para o sequenciamento direto dos produtos amplificados e purificados foi
utilizado o kit comercial “Big Dye Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied
Biosystems®, CA, EUA), conforme recomendado pelo fabricante. Foram utilizados
0S mesmos iniciadores de cadeia utilizados na reacdo de PCR de cada um dos
virus. As reacdes de sequéncia e os cromatogramas das sequéncias foram obtidos

a partir do sequenciador automatico de 48 capilares “ABI Prism 3730 Genetic
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Analyzer” (Applied Biosystems, CA, EUA) do servigo da “Plataforma de
Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ”.

4.7.Caracterizacdo Molecular

As sequéncias nucleotidicas foram alinhadas utilizando o método CLUSTAL W
(Thompson et al, 1994), contido no programa BioEdit® (Hall et al, 1999). As
sequéncias protoétipos representantes dos diferentes gendtipos de RV-A e NV de
origem humana e animal, descritas em diferentes paises, foram resgatadas no site
do NCBI (National Center for Biotechnology Information -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) através dos seus numeros de acesso ou mediante a
utilizacéo da ferramenta BLAST (Basic Local Aligment Search Tool), disponivel no
Genbank.

As relacges filogenéticas entre as diferentes sequéncias foram determinadas
mediante a utilizacdo do pacote de programas MEGA v. 4.0 (Tamura et al, 2007)
através do método de reconstrucao filogenética Neighbor-joining. As distancias
genéticas entre as diferentes amostras foram calculadas mediante 0 modelo Kimura-
dois-parametros como modelo de substituicdo nucleotidica. A significancia
estatistica das diferentes filogenias obtidas foi estimada através de 2.000 réplicas de

bootstrap.

4.8.Parametros Microbiologicos
4.8.1. E.coli

Para a quantificacdo do indicador microbiologico E.coli foi utilizado do Kit
Colilert®-18 Quanti-Tray®/2000 (IDEXX Laboratories, Westbrook, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Este meétodo baseia-se na observacdo de
fluorescéncia gerada pela metabolizacdo de nutrientes presentes no meio de cultura

pela E.coli (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Leitura de E.coli com lampada ultravioleta utilizando Cartela
Quanti-Tray®/2000 do conjunto de reagentes Colilert®-18. A. Cartela Quanti-
Tray®/2000; B. Lampada ultravioleta.

O processamento das amostras foi realizado dentro de até 2 horas apos a
coleta e foram necessérias diluicbes seriadas das mesmas. As amostras coletadas
nos dez pontos do entorno Lagoa e no ponto da praia do Leblon foram analisadas
nas diluicdes10%, 10" e 102 As amostras da desembocadura do Rio dos Macacos

foram analisadas nas diluicées 10™, 102 e 107.

4.8.2. Adenovirus humano (HuAdV)

A quantificacdo de adenovirus humano (HuAdV) foi realizada por qPCR, de
acordo com o protocolo descrito por Heim e colaboradores (2003), no qual sé&o
utilizados iniciadores de cadeia para a amplificacdo parcial da regido do genoma

viral que codifica o hexon (Quadro 4.19).

Quadro 4.19. Sequéncia de iniciadores de cadeia e sonda utilizados no PCR
guantitativo (QPCR) para amplificacdo parcial da regido do genoma viral

codificadora do hexon dos adenovirus humano (HuAdV).

Iniciadores de o
_ Sequéncia (5'- 3")
cadeia e sonda

AQ1 gccacggtggggtttctaaactt
AQ2 gccccagtggtcttacatcatgcacatc
Sonda AP FAM — tgcaccagacccgggctcaggtactccga- TAMRA
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O quadro 4.20 apresenta os reagentes e os volumes utilizados na reacao de
gPCR. A reacdo de amplificagdo gendmica consistiu de 50°C por 2 minutos, seguido
por 45 ciclos de 95°C por 3 segundos, 55°C por 10 segundos e 65°C por 1 minuto.
Para o gPCR foi utilizado o sistema TagMan da Applied Biosystems. As amostras
foram aplicadas em duplicatas em uma microplaca de 96 cavidades (MicroAmp®,
Applied Biosystems, CA, EUA) e a reacgao foi realizada em plataforma ABI 7500
(Applied Biosystem, Califérnia, EUA).

Quadro 4.20. Reagentes utilizados no PCR quantitativo (qPCR) para

quantificacdo de adenovirus humano (HuAdV).

Reagentes Volume (uL)

H.,O livre de DNAase/RNAase * 4,5

TagMan Universal PCR Master Mix 2 12,5
Iniciador AQ1 (12,5uM) 1
Iniciador AQ2 (12,5uM) 1
Sonda AP (10uM) 1
DNA 5

Total 25

'Gibco®, Califérnia, EUA; “Applied Biossystems, EUA

4.9.Parametros fisico-quimicos

No momento da coleta, os parametros fisico-quimicos temperatura (°C),
salinidade (%) e turbidez (UNT) foram mensurados utilizando-se o aparelho “Water
Quality Checker” (Horiba® U-10, Irvine, CA, EUA) e os parametros pH e cloro livre
(mg/L) pelo equipamento “Pocket colorimeter™ (Hach®, Loveland, CO, EUA).

4.10. Analise estatistica

Os dados obtidos durante as coletas foram codificados por meio de nimeros e
armazenados em um banco de dados criado no programa Access 97 (versao 6.0). A
partir destes, foi realizada estatistica descritiva com célculos de frequéncias, média +

desvio-padrao e valores minimo e maximo.
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As andlises de correlacdo foram realizadas apenas com as 120 amostras
provenientes da Lagoa Rodrigo de Freitas, foco de estudo, em fungdo dos pontos
Rio dos Macacos e Praia do Leblon ndo apresentarem uma amostragem adequada
para analise (n=12 para cada ponto).

Para avaliar-se a possivel correlacdo entre a deteccao viral e parametros
microbiolégicos e fisico-quimicos foi realizado o teste qui-quadrado (3% cuja
hipotese nula foi a distribuicdo homogénea de deteccdo viral entre as classes dos
pardmetros fisico-quimicos e microbiolégicos (Tabela 4.1). Uma vez que os
parametros pH e E.coli apresentam padrdes estabelecidos pela legislacao vigente, a

divisdo de classes foi baseada nestes valores.

Tabela 4.1. Divisdo de classes para os parametros microbioldgicos e fisico-

guimicos estudados.

Parametro Classes
E.coli*! <2.000
(NMP/100mL) >2.000
Salinidade <1
(%) 21,1
<25
Tempoeratura 251<e<289
(°C)
>29,0
He2 <8,5
P >85
Cloro 0
(mg/L) 20,1
Turbid =10
urbidez
(UNT) 11<e<20
> 21

*'Resolucdo CONAMA n°274, de 29 de Novembro de 2000.

**Resolucdo CONAMA n°357, de 17 de Marco de 2005.
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5. RESULTADOS

Foram realizadas 12 coletas mensais ao longo de um ano em 12 pontos de
coleta, incluindo 10 pontos na Lagoa Rodrigo de Freitas, um no Rio dos Macacos,
gue desemboca na Lagoa, e um na praia do Leblon, onde a agua da Lagoa é
escoada, totalizando 144 amostras. Inicialmente, foram realizados testes
experimentais para se determinar a eficiéncia do método de concentracdo viral
utilizado nos diferentes tipos de 4gua avaliados (salobra, doce e salina). A Tabela
5.1 demonstra que o percentual de recuperacao obtido no ensaio variou de 2,06% a
7,18% para RV e de 1,96% a 5,52% para NV, dependendo da matriz aquatica
analisada.

Tabela 5.1. Eficiéncia do método de concentracdo viral por filtracdo em
membrana carregada negativamente descrito por Katayama e colaboradores
(2002) na deteccdo de rotavirus grupo A (RV-A) e norovirus (NV). cg: copias de

genoma
RV-A NV
Tipo de Agua
cg cg Taxa de cg cg Taxa de
inoculadas recuperados recup(>02r)agao inoculados recuperados recu?;)r)agao
Lagoa Rodrigo
_ de Freitas 6 .
(Agua salobra) 2,34x 10 7,18 8,28 x 10 5,52
Rio dos . 5 . .
Macacos 3,27 x 10 6,74 x 10 2,06 1,5x10 4,41 x 10 2,94
(Agua doce)
Praia do Leblon 9,22 x 10° 2.82 2,94 x 10° 1,96
(Agua salina)
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5.1. Deteccao e quantificacao viral

A tabela 5.2 apresenta o percentual de positividade obtido para deteccdo de
RV-A e NV utilizando as metodologias cPCR e gPCR. Pelas metodologias de

deteccdo de NV ndo foram detectados NVs pertencentes ao genogrupo | (NV-GI).

Tabela 5.2. Deteccado de rotavirus A (RV-A) e norovirus genogrupo Il (NV-GII)
em 144 amostras de concentrados de agua de acordo com as metodologias de

PCR convencional (cPCR) e quantitativo (QPCR).

Virus RV-A NV-GII
Método N (%) cg/100mL N (%) cg/100mL
cPCR 15 (10,4) - 23 (16,0) -
qPCR 25 (17,4) 3,34 - 4680 6 (4,2) 157 -26.5
Total 35 (24,3)" 2 (20,1)*

"1 5 amostras foram positvas para RV-A por ambas as técnincas empregadas.

2.2 amostras foram positvas para NV-GII por ambas as técnincas empregadas.

A analise conjunta dos resultados obtidos por ambas as técnicas determinaram
uma positividade de 24,3% (35/144) e 18,8% (27/144) para RV-A e NV-GII,
respectivamente. A analise estatistica de comparacdo de deteccdo por cPCR e
gPCR demonstrou que, para RV-A, ndo houve diferenca significativa entre as duas
metodologias empregadas (p=0,088), enquanto para NV-GIl o mesmo né&o foi
observado (p=0,0009), com a maior sensibilidade de deteccéo obtida por cPCR.

A Figura 5.1 apresenta eletroforese em gel de eletroforese dos produtos de

amplificagdo por cPCR para os virus estudados.
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A) RV-A

Linha 1: Marcador de peso molecular (100 pb); linha 2: amostra positiva; linha 3: controle positivo;
linha 4: amostra negativa; linha 5: controle negativo.

B) NV-GlI

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14

327pb
236 pb —»

Linha 1: marcador de peso molecular (100 pb); linhas 2, 5, 8, 10, 11 e 12: amostras negativas; linha 3,
4, 6, 7 e 9: amostras positivas; linha 13: controle positivo; linha 14: controle negativo. 327pb: produto
da primeira reacdo de PCR; 236pb: produto da segunda reacdo de PCR.

Figura 5.1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da reagdo em cadeia
pela polimerase precedida de transcricéo reversa (RT-PCR) para: A. Deteccao
de rotavirus grupo A (RV-A) por amplificacdo genémica regido codificadora da
proteina VP6; B. Deteccéo de norovirus genogrupo Il (NV-GII) por amplificacéo

genbmica da polimerase viral.
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A Tabela 5.3 apresenta a distribuicdo de positividade considerando o resultado

de detecdao total por cPCR e qPCR de acordo com as matrizes aquaticas avaliadas.

Tabela 5.3. Resultados gerais de deteccéo viral por tipo de matriz aquéatica.

Localidade RV-A NV-GlI Total de virus
(matriz) positivas/estudadas positivas/estudadas pOSItlvas{;zstudadas
(%) (%) (%)

Lagoa Rodrigo
_de Freitas 30/120 (25) 21/120 (17,5) 48/120 (40)™
(Agua salobra)

Rio dos
Macacos 3/12 (25) 4/12 (33,3) 5/12 (41,7)"
(Agua doce)

Praia do Leblon

(Agua salina) 2/12 (16,7) 2/12 (16,7) 4/12 (33,3)

Total 35/144 (24,3) 27/144 (18,8) 57/144 (39,6)
" Em 3 amostras foram detectados RV-A e NV-GlII.

2 Em 2 amostras foram detectados RV-A e NV-GlII.

A distribuicdo dos virus investigados, de acordo com os pontos de coleta,

demonstra a disseminacdo destes em todos os pontos estudados (Figura 5.2).
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+ RV-A
NV-GII
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Fontos de coleta

Figura 5.2. Distribuicdo de rotavirus grupo A (RV-A) e norovirus genogrupo Il

(NV-GII) de acordo com os pontos de coleta. Pontos de coleta: 1- Curva do Calombo; 2-

Baixo Bebé; 3- Sede Nautica do Vasco da Gama; 4- Clube Naval; 5- Parque dos Patins; 6- Sede Nautica do
Flamengo; 7- Jardim de Alah; 8- Clube Caicaras; 9- Central; 10- Pedalinhos; 11- Rio dos Macacos; 12- Praia do
Leblon.

5.2. Caracterizagdo molecular dos virus gastroentéricos detectados
5.2.1. Rotavirus

Apbs a deteccdo por amplificacdo parcial do gene que codifica a proteina VP6
de RV-A pela RT-PCR, sete amostras positivas foram sequenciadas e classificadas
como pertencentes ao SG | e como 12 pela nova classificagdo proposta (Figuras 5.3
e 5.4). Os valores de identidade nucleotidica para subgrupo e para a nova
classificagdo foram idénticos e variaram de 98,7 a 99,6% entre as amostras da
Lagoa e de 97,4 a 99,3% entre as amostra da Lagoa e as provenientes das criancas
hospitalizadas por gastroenterites no Rio de Janeiro.

Com o objetivo de se realizar a classificacdo binaria dos RV-A, as amostras
positivas foram amplificadas com iniciadores especificos para as regides
codificadoras das proteinas VP4 e VP7. Somente uma amostra apresentou resultado

positivo, sendo classificada como P4.

49



67 r Flamengo/Out2007
{Clube Naval/Out2007
Clube Caigaras/Out2007
{ Baixo Bebé&/Out2007
Central/Out2007
[' sardim de Alan/out2007
78 || RJ 12343/06
G- Parque dos Patins/Out2007
- RJ 15311/08
RJ 15860/08
AF079357
K02254
— L D00325
U36474 |naol-naoll
D00323 I+
—— D00326

2| T K02086 |

67| |j EF583040
100 = RJ 15221/08

AF162434 RVC

69
64

60

98

67

96

73

—
0.1

Figura 5.3. Dendograma de classificagdo em subgrupos dos rotavirus grupo A

(RV-A) a partir do sequenciamento parcial do gene que codifica a proteina VP6.
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Figura 5.4. Dendograma de caracterizacdo molecular dos rotavirus grupo A

(RV-A) a partir do sequenciamento parcial do gene que codifica a proteina VP6.

5.2.2. Norovirus

As 27 amostras positivas de NV-GII foram submetidas ao protocolo de
amplificacédo parcial da regido codificadora da proteina VP1 para sequenciamento e
caracterizagdo molecular dos NV-GIl em gendtipos. Deste total, 10 foram
amplificadas e, posteriormente, sequenciadas. Entretanto, ndo foram obtidos
resultados satisfatorios nos cromatogramas gerados na reacdo de sequéncia destas

amostras.
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5.3. Parametros microbioldgicos

5.3.1. E.coli

Segundo as Resolugdes CONAMA n% 274 e 357, as aguas destinadas a
balneabilidade (recreacdo de contato priméario) tém sua condicdo avaliada nas
categorias proprias e improprias baseando-se nos valores obtidos para E.coli. Em
funcdo de as coletas serem realizadas mensalmente, considerou-se o paragrafo 4°
do artigo 2° da Resolucdo 274 para a analise da agua por este parametro, que
considerada amostras préprias aquelas cujos valores obtidos encontram-se abaixo
de 2000 NMP(numero mais provavel) de E.coli/100mL. Seguindo este critério, 16,7%
(2/12) das aguas provenientes do Rio dos Macacos, assim como 83,3% (10/12) da
Praia do Leblon e 95% (114/120) das aguas da Lagoa foram consideradas proprias,
totalizando 87,5 % (126/144) de amostras com valores abaixo do estabelecido para
este parametro.

A tabela 5.4 apresenta os valores absolutos obtidos para o parametro
bacteriol6gico E. Coli ao longo do estudo. Os valores encontram-se em NMP/100mL

de acordo com a tabela apresentada pelo fabricante.
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Tabela 5.4. Valores absolutos obtidos na analise microbiolégica de E.coli em NMP/100mL nas amostras coletadas na

Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio dos Macacos e Praia do Leblon no periodo de Agosto de 2007 a Julho de 2008. Os valores em

vermelho indicam ndo conformidade com a legislacao vigente.

Agosto 548 870 755 549 496 446 507 792 756 629 860 630

Outubro 496 757 294 504 368 1290 2952 612 203 236 13000 504

Dezembro 10 74 31 41 20 92 75 10 100 10 2180 41

Fevereiro 74 518 276 175 116 20 393 63 100 96 4471 934

Abril 222 194 160 295 116 74 235 67 233 1388 5120 164

Junho 55 10700 12 763 488 269 1362 249 216 132 8960 289
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5.3.2. Adenovirus Humano (HuAdV)

HuAdV foram detectados em 16,7% (24/144) das amostras de aguas
analisadas e apresentaram carga viral variando de 4,86 a 488 cg/100mL, sendo as
maiores quantificacbes obtidas nas amostras provenientes das aguas da Lagoa
Rodrigo de Freitas. Deste total, 83% (20/24) foram provenientes de amostras da
Lagoa, 8,3% (2/24) do Rio dos Macacos e 8,3% (2/24) da Praia do Leblon.

5.3.3. Correlacdo entre deteccdo de RV-A e NV-GIl e parametros

microbiol6gicos

A Figura 5.5 apresenta o percentual total de deteccdo dos virus investigados
(RV, NV e HuAdV), assim como o percentual de amostras de agua consideradas

préprias e improprias pelo parametro E.coli nas trés diferentes matrizes aquaticas

analisadas.
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90 -
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S 70 A
s @ <200NM P/100m L
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© 50 4 B RV-A
S 40 4 3 NV-GlI
= W HuAdV
g 30 A
(O]
[ 20 A

10 _ -

0 _ 1

Rio dos Macacos Lagoa Rodrigo de Praia do Leblon
Freitas

Matriz de coleta

Figura 5.5. Deteccdo de rotavirus grupo A (RV-A), norovirus genogrupo Il (NV-
Gll) e adenovirus humano (HuAdV) e caracteriza¢cdo da qualidade da 4gua pelo
parametro E.coli (propria <2000NMP/100mL; impropria >2000NMP/100mL) nas
trés diferentes matrizes aquaticas analisadas: Rio dos Macacos (n=12), Lagoa
Rodrigo de Freitas (n=120) e Praia do Leblon (n=12).
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A tabela 5.5 apresenta os resultados obtidos para deteccéo viral por amostra
de agua analisada de acordo com o més, destacando a presenca dos virus em
aguas consideradas proprias (<2000NMP/100mL de E.coli). RV-A e/ou NV-GlII foram
detectados em 38,1% (48/126) dessas amostras, sendo trés amostras positivas para
ambos o0s virus e, quando analisados individualmente, RV-A e NV-GII foram
detectados em 23,8% (30/126) e 16,7% (21/126), respectivamente, com maior
namero de amostras detectadas em outubro de 2007 (RV-A) e Junho de 2008 (NV-
Gll). HuAdV foram detectados em 15,1% (19/126) das amostras consideradas

préprias.
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Tabela 5.5. Detec¢cdo de rotavirus grupo A (RV-A), norovirus genogrupo Il (GlI-NV) e adenovirus humano (HuAdV) em

associacdo a analise microbiolégica de E. coli em NMP/100mL das amostras positivas. Em vermelho pode-se observar a detecgéo viral nos

pontos caracterizados como proprios para balneabilidade segundo as Resolugées CONAMA 274 de 29 de Novembro de 2000 e 357 de 17 de Marcgo de 2005.

Agosto RV NV-GlI RV NV-GlI RV HuAdV
Outubro RV RV RV RV N\Ij\é " RV RV Hlib\::iv HuAdV HuAdV
newmwro | el wesl W R e e
Dezembro NV-GlI RV RV RV NV-GlI N\Ij-\(/BI | EXA(S\I}
Cdmmero | WAV RV HAY HAV WAV
Fevereiro HuAdV HEX av NV-GlI NV-GII N\?-\él |

Abril NV-GlI HuAdV

Junho NV-GIl  NV-GII  HuAdV RV RV RV NV-GlI RV

al |

NV-GlI NV-GlI
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5.3.3.1. Correlacdo entre deteccdo de RV-A e NV-GIl e parametros
microbiolégicos nas amostras provenientes da Lagoa
Rodrigo de Freitas

A correlacdo entre a deteccao viral e os parametros microbiolégicos (E.coli e
HuAdV), foram determinadas somente nas amostras provenientes da Lagoa Rodrigo
de Freitas, em funcdo do maior numero de amostras obtidas neste ecossitema,
objeto de estudo deste trabalho.

A Figura 5.6 apresenta o percentual de deteccédo viral de acordo com a
caracterizagcdo da agua como proéprias (n=114) e impréprias (n=6), segundo as
Resolugbes CONAMA 274 de 29 de Novembro de 2000 e 357 de 17 de Margo de
2005.
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O RV-A e/ou NV-GIl e/ou HUAdV

40

30

2017

Percentual de positividade
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<2000NMP/100mL >2000NMP/100mL

Propria Imprépria
Figura 5.6. Deteccao de rotavirus-A (RV-A), norovirus genogrupo Il (NV-GII) e
adenovirus humano (HuAdV) em amostras provenientes da Lagoa Rodrigo de
Freitas de acordo com a caracterizacdo da &gua como proépria (n=114;
<2000NMP/100mL) e improépria (n=6; >2000NMP/100mL), segundo as
Resolugbes CONAMA 274, de 29 de Novembro de 2000, e 357, de 17 de Margo
de 2005.
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Os resultados da analise estatistica demonstraram que n&do houve uma
associacao entre presenca/auséncia de RV-A e NV-GIl com a classificacdo da agua,
segundo a analise do parametro E.coli (RV-A - p>0,1; NV-GII - p>0,9).

Em relacdo a deteccdo de HuAdV, a andlise destes resultados demonstrou
uma distribuicdo ndo homogénea entre positivos e negativos para HUAdV com a
classificagcdo da agua segundo a analise do parametro E.coli (p<0,01), entretanto
nao se pode afirmar que ha uma relacédo positiva entre valores elevados de E.coli e
deteccao viral.

Em relacdo a correlacdo da presenca de HUAdV e RV-A e NV-GII analisados
individualmente, foi observado uma distribuicdo ndo homogénea entre positivos e
negativos entre eles (p<0,01), entretanto n&o pode ser afirmada uma correlagao
positiva entre deteccao de HUAdV e RV-A e NV-GIl. Em 43% (43/100) das amostras
negativas para HUAdV observou-se a presenca de RV-A e/ou NV-GII (Tabela 5.6).

Tabela 5.6. Deteccéo de rotavirus grupo A (RV-A), norovirus genogrupo Il (NV-
Gll) e adenovirus humano (HuAdV) nas 120 amostras provenientes da Lagoa

Rodrigo de Freitas.

RV-A e NV-GII  RV-A NV-GII

Virus RV-A + NV-Gl|
) (+) (+)
HuAdV (+) 15 5 0 0
HuAdV (-) 57 22 18
Total 72 27 18 3

5.4. Parametros fisico-quimicos
A tabela 5.7 apresenta os valores médios + desvio padréo, valores minimo e

maximo de salinidade (%), temperatura (°C), pH, cloro livre (mg/L) e turbidez (UNT),

obtidos nos 12 pontos de coleta durante os 12 meses de estudo.
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Tabela 5.7. Analise univariada dos parametros fisico-quimicos mensurados por ponto de coleta na Lagoa Rodrigo de Freitas, RJ, no

periodo de Agosto de 2007 a Julho de 2008.

Pontos de Coleta

Sede

Parametro Curva do Baixo Nautica do Clube Parque Sede Jardim de Clube . Rio dos Praia do
~ dos Nautica do ; Central Pedalinhos
Calombo Bebé Vasco da Naval . Alah Caicaras Macacos Leblon
G Patins Flamengo
ama
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 0,30+0,23  3,45+0,25
0,
(%) (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)
Temperatura 26,83+2,28 26,83+2,44 26,91+2,67 27,00+2,55 27,00+2,66 27,16+2,79 27 0842 81 27,00+2,89 26,58+2,74 26,91+2,96 25,58+2,23 24,66+1,72
(o] ’ -y
(°C) (23,0-30,0) (23,0-30,0) (23,0-30,0) (23,0-31,0) (23,0-30,0) (23,0-31,0) (23,0-32,0) (23,0-31,0) (23,0-30,0) (23,0-31,0) (23,0-29,0) (22,0-27,0)
pH 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 8,3310,65 8,3310,77 7,41+1,08 8,00+0,85
(7,0-11,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (8,0-9,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (7,0-9,0) (5,0-9,0) (6,0-9,0)
Cloro (mg/L) 0,15+0,17  0,0940,07 0,16+0,14 0,26+0,15 0,23+0,13 0,19+0,18 0,11+0,15 0,10+0,14 0,1240,10 0,08+0,11 0,00+0,00 0,08+0,15
(0,0-0,6) (0,0-0,3) (0,0-0,4) (0,0-0,5) (0,0-0,5) (0,0-0,6) (0,0-0,4) (0,0-0,5) (0,0-0,3) (0,0-0,3) (0,0-0,0) (0,0-0,5)
Turbidez 21,25+9,28 16,91+3,96 19,83+4,73 17,08+3,91 20,75+8,65 16,16+5,40 17,50+4,31 16,58+4,16 19,25+5,78 17,25+4,09 14,08+6,66 8,83+7,51
(UNT) (7,00- (10,00- (9,00- (7,00- (0,00-
(6,00-43,00) 21,00) (10,00-21,00) (9,00-25,00) 41,00) (8,00-28,00) (9,00-28,00) (8,00-21,00) 31,00) (10,00-24,00) 27,00) 24,00)

59



A figura 5.7 apresenta a média dos valores obtidos dos parametros fisico-
quimicos para cada uma das matrizes aquaticas analisadas. Os resultados obtidos
para o parametro salinidade confirmaram as caracteristicas das matrizes estudadas
como: Lagoa Rodrigo de Freitas — agua salobra, Rio dos Macacos - agua doce e
Praia do Leblon — 4gua salina. Os valores obtidos para o parametro temperatura nao
apresentaram grandes variagdes nas diferentes matrizes analisadas.

Os valores estabelecidos pela legislacdo vigente para balneabilidade para o
parametro pH sdo de 6,0 a 9,0 para agua doce de classe 2 e 6,5 a 8,5 para agua
salina classe 1 e salobra classe especial. Para agua doce, observou-se que 0S
valores encontrados estdo de acordo com o exigido. Na 4gua salina as amostras
referentes aos meses de Agosto a Dezembro de 2007 apresentaram-se acima do
estipulado (pH 8,55 a 8,79) e na agua salobra 61 amostras apresentaram-se com

valores acima do estipulado pela legislacéo (pH 8,52 a 9,22).

I Temperatura (°C) === Turbidez (UNT) — — pH
—«— Salinidade (%) —=e— Cloro (mg/L)

30 T 19

25 1

20 T

15 +

Rio dos Macacos Lagoa Rodrigo de Praia do Leblon
Freitas

Figura 5.7. Média dos valores dos parametros fisico-quimicos obtidos para as
matrizes aquaticas analisadas: Rio dos Macacos — agua doce, Lagoa Rodrigo

de Freitas — 4gua salobra e Praia do Leblon — agua salina.
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Os valores de cloro e turbidez apresentaram maior oscilacdo entre as matrizes.
Para cloro, os maiores valores foram observados nos pontos referentes a sedes de

clubes e residéncias, que recebem abastecimento de dguas cloradas (Figura 5.8).
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Figura 5.8. Variacdo de cloro (mg/L) na 4gua Lagoa Rodrigo de Freitas, no Rio
dos Macacos e na Praia do Leblon, no periodo de Agosto de 2007 a Julho de
2008.

No parametro turbidez, as oscilagcbes ocorreram em todos 0s pontos e
mensalmente durante as coletas (Figura 5.9), com maiores valores obtidos nos
pontos do entorno da Lagoa e menores valores no ponto Praia do Leblon. Os
valores estabelecidos pela legislacdo vigente para o parametro turbidez sdo de até
100UNT para agua doce de classe 2 e materiais flutuantes e substancias que
produzem cor, odor e turbidez: virtualmente ausentes para agua salina classe 1 e
salobra classe especial. Os valores obtidos no estudo encontram-se de acordo com

a legislagéo vigente para todos os tipos de agua estudados.
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Figura 5.9. Variacdo de turbidez (UNT) na dgua da Lagoa Rodrigo de Freitas, no
Rio dos Macacos e na Praia do Leblon, no periodo de Agosto de 2007 a Julho de
2008.

5.4.1. Correlacdo entre deteccdo de RV-A e NV-GII e parametros fisico-
guimicos nas amostras provenientes da Lagoa Rodrigo de

Freitas

A andlise estatistica para o parametro salinidade desmonstrou uma distribuicao
homogénea em relacdo a presenca RV-A (p>0,05) e NV-GII (p>0,09) nas amostras
de agua provenientes da Lagoa Rodrigo de Freitas, indicando néo correlacdo entre
eles.

Em relacdo ao parametro temperatura, observou-se que os maiores valores
obtidos correspondem aos meses Outubro e Dezembro de 2007 e Fevereiro e Margo
de 2008. Para este parametro ndo foi observada correlacdo com a deteccdo de RV-
A (p>0,38) e NV-GlI (p>0,50).

RV-A e NV-GII foram detectados em 33% (20/61) e 18% (11/61) das amostras
salobras que apresentaram pH acima do valor estipulado pela legislacao vigente,
respectivamente. Para RV-A, foi demonstrada uma distribuicdo homogénea de
positivos entre as classes (p>0,1), indicando uma nao correlacdo entre estes

parametros. Para NV-GII, ndo houve distribuicdo homogénea de positivos entre as
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classes de pH (p<0,01), entretanto nao foi possivel afirmar uma correlacao positiva
ou negativa entre aumento/diminuigéo de pH e detecgéo viral.

Em relagéo ao parametro cloro, ndo foi observada correlagdo com a deteccdo
de RV-A (p>0,10) e NV-GlI (p>0,60).

Para o parametro turbidez, foi observada uma distribuicdo ndo homogénea de
positivos para RV-A entre as classes (p<0,05), entretanto ndo foi possivel afirmar
uma correlacdo positiva entre aumento/diminuicéo de turbidez e deteccéo viral. Para
NV-GII foi demonstrada uma distribuicdo homogénea de positivos entre as classes,

indicando uma nao correlacao entre estes (p>0,05).
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6. DISCUSSAO

O uso da agua para fins recreativos suscita uma série de riscos para a saude,
gue dependem de diversos fatores, como a natureza do perigo, a caracteristica do
corpo d"agua e o estado imunolégico do usuario. Embora evidéncias obtidas a partir
de estudos epidemioldgicos e relatorios de surtos tenham demonstrado uma relagéo
entre os efeitos adversos a salude e a imersdao em 4gua de recreacdo de ma
qualidade, as dificuldades associadas a atribuicdo de uma infeccdo em funcédo do
contato com a agua sédo numerosas (Pond, 2005).

A associacdo de metodologias de concentragcdo e deteccdo molecular tem
permitido o esclarecimento de surtos de doencas de veiculagao hidrica, assim como
a avaliacao de contaminacao viral em diferentes ecossistemas aquaticos (La Rosa et
al, 2007; Miagostovich et al, 2008; Wong et al, 2009).

Muitas aguas utilizadas na recreagdo em zonas balneares de todo o mundo
estdo localizadas préximas a zonas urbanas e, portanto, estdo sujeitas a
contaminacgdo por dejetos humanos, sendo, por isto, objeto de monitoramento para
determinacao da qualidade microbioldgica da agua. A Lagoa Rodrigo de Freitas esta
situada na zona sul da cidade do Rio de Janeiro e, em fungéo da intensa ocupacao
urbana em seu entorno e da falta de infra-estrutura adequada, sofreu com o
aumento das atividades antropogénicas, como ligacdes clandestinas de esgoto na
rede pluvial e langamentos de esgoto “in natura” diretamente em suas aguas. Este
estudo apresenta resultados pioneiros na deteccdo de virus gastroentéricos na

Lagoa, demonstrando a disseminagdo destes virus neste ambiente.

6.1. Eficiéncia do método de concentracdo, deteccdo e caracterizacao de
RV-A e NV-GII

Um dos desafios da andlise de virus em amostras de dgua é a recuperagéo do
baixo numero de particulas virais diluidos em grandes volumes de amostra, o que é
particularmente importante quando os meétodos de concentracdo viral estdo
associados a técnicas moleculares de detecdo (Katayama et al, 2002; Bosch et al,
2008).

O percentual de deteccdo de RV-A e NV-GIlI demonstrou que a metodologia
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utilizada neste estudo possibilitou a recuperacdo destes virus nas diferentes
matrizes aquéaticas, embora tenham sido observadas baixas taxas de recuperagéo
viral, principalmente nas aguas provenientes de &gua salina (Praia do Leblon) e
doce (Rio dos Macacos). Deve-se ressaltar que o método de concentracao utilizando
membranas carregadas negativamente (Katayama et al, 2002) foi originalmente
descrito para a recuperacao de poliovirus em &gua marinha e apresentou taxas de
recuperacédo de 38 a 89%.

Diferentes percentuais de deteccdo foram obtidos utilizando esta mesma
metodologia para recuperacdo de NV (15%) e enterovirus (51%) em aguas de rio
(Furhman et al 2005; Haramoto et al 2009). Furhman e colaboradores (2005)
demonstraram que concentragdes virais mais baixas refletem melhor a realidade de
concentracdo de virus em amostras ambientais, apresentando uma taxa de
recuperacdo menor e mais variavel, e obtiveram uma recuperacéo de poliovirus de
17% para dgua doce e 12% em &agua marinha. Rose e colaboradores (2006), por
sua vez, obtiveram taxas de recuperacdo em agua marinha de 71% para poliovirus e
12% para virus da hepatite A (HAV).

Em relacédo especificamente a deteccédo de NV, Victoria e colaboradores (2009)
demonstraram uma taxa de recuperacao de 9,1% e 4,9% para agua doce e marinha,
respectivamente, utilizando a mesma concentracao de MgCl, utilizada neste estudo.
N&o ha estudos avaliando o percentual de recuperacdo de RV-A em diferentes
matrizes aquaticas, assim como ndo ha relatos na literatura da utilizacdo desta
metodologia em agua salobra.

Diversos fatores podem influenciar nas diferentes etapas do processo de
concentracdo viral em amostras de aguas. Substancias quimicas organicas e
inorganicas como RNAses, polissacarideos, acido humico e tanicos, metais
pesados, ions metalicos (como ferro e aluminio) presentes em diferentes tipos de
agua tém sido descritos como importantes fatores de inibicdo de deteccéo viral
(Shieh et al, 1995; ljzerman et al, 1997; Wilson, 1997).

O extrato de carne utilizado como eluente em diferentes métodos de
concentragdo viral tem sido descrito como um fator importante de inibicdo nas
reacoes moleculares de deteccéo viral (Abbaszadegan et al, 1993; Schwab et al,
1995; Katayama et al, 2002; Fong & Lipp, 2005; Albinana-Gimenez et al, 2006). Em
contrapartida, a eluicdo dos virus em solugbes inorganicas tem sido descrita como

nao inibitdria nas reacdes de amplificacdo gendmica, resultando no aumento de
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trabalhos que utilizam esta metodologia para deteccdo de NV, RV, enterovirus,
astrovirus (AstV) e HAV em diferentes matrizes aquaticas, tais como agua de rio,
mar, esgoto bruto e tratado e agua de consumo (Rose et al, 2006; de Paula et al,
2007; Guimaraes et al, 2008; Miagostovich et al, 2008; Victoria et al, 2010).

As interacOes eletrostaticas e hidrofobicas geradas entre os virus e as
membranas na presenca de cations multivalentes também podem influenciar a
eluicdo dos virus destas matrizes (Haramoto et al, 2007; Hamza et al, 2009). Com o
intuito de reduzir a inibicdo das reacBes de amplificacdo genémica, medidas como a
diluicdo das amostras sdo recomendadas (Albinana-Gimenez et al, 2006; Hamza et
al, 2009). Neste estudo, a diluicdo do RNA extraido a 10" nao influenciou no
percentual de deteccao viral (dados ndo demonstrados).

Metodologias moleculares de deteccdo gendémica nao fornecem informacdes
sobre a infecciosidade da particula viral, podendo detectar genomas provenientes de
particulas infecciosas e/ou derivados de virus inativados ou defectivos (Gassilloud et
al, 2003; Haramoto et al, 2007; Hamza et al, 2009). Entretanto, a baixa estabilidade
do RNA livre no ambiente sugere que estas metodologias detectem particulas virais
intactas e ndo o genoma viral livre da particula, apesar de o mesmo poder ser
detectado mesmo quando os virus estdo inativados por desinfeccdo quimica, calor
ou proteases presentes na agua (Meleg et al, 2006; Carducci et al, 2008). Haramoto
e colaboradores (2007) demonstraram que o método de concentracdo aplicado
nesta dissertacdo concentra particulas virais completas preferencialmente a
genomas virais livres no ambiente, indicando uma possivel infecciosidade destes
virus. Espinosa e colaboradores (2008) sugeriram que a deteccdo do genoma viral
pode ser um indicador adequado para a contaminacdo de aguas superficiais, uma
vez que encontrou uma correlacdo entre infecciosidade e deteccdo do genoma viral.

O percentual de virus gastroentéricos encontrado no Rio dos Macacos (41,7%),
gue desemboca na Lagoa, demonstra que estas aguas podem ser uma fonte de
contaminacdo da Lagoa Rodrigo de Freitas. A investigacdo de RV-A e NV em aguas
fluviais realizada em diferentes paises, tais como: Brasil, Alemanha, Tailandia e
Venezula, ttm demonstrado diferentes niveis de contaminagdo deste ecossistema,
com percentuais variando de 20 a 90% e 58 a 72% para RV-A e NV,
respectivamente (Pusch et al, 2005; Miagostovich et al, 2008; Hamza et al, 2009;
Rodrigués-Diaz et al, 2009; Rutjes et al, 2009). Até momento ndo h& relatos na

literatura referentes a deteccdo de RV e NV em lagoas de agua salobra. Entretanto,
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estudos em amostras de agua de estuarios apresentaram deteccao de 8,3% e 70%
de NV (Gentry et al, 2009; Hernandez-Morga et al, 2009).

A deteccdo de RV-A e/ou NV-GII na Praia do Leblon (33,3%) revelou a
disseminacao destes virus nesta matriz aquatica. Recentemente, diferentes grupos
detectaram RV-A (9%), NV-GI (27%) e HUAdV (14%) em praias de Indiana, Lisboa e
Barcelona, respectivamente, caracterizando a contaminagao viral neste ecossistema
(Calga et al, 2008; Wong et al, 2009; Silva et al, 2010). Vale lembrar, que os
percentuais de deteccdo destes virus nas diferentes matrizes aquaticas sao
influenciados ndo apenas pelo nivel de contaminacdo viral, como também pelos
diferentes métodos de recuperacdo e deteccao utilizados.

Para detecgdo e quantificagdo de RV-A e NV, foram utilizados protocolos de
RT-PCR cujos iniciadores foram desenhados para amplificar regides conservadas do
genoma, de modo a aumentar a possibilidade de deteccdo de um maior nimero de
genotipos. Para os RV-A, o qPCR (NSP3) apresentou melhores resultados quando
comparado com o cPCR (VP6), apesar de nao haver diferenca estatisticamente
significativa. Estes resultados corroboram com estudos que apontam esta
metodologia como mais sensivel para deteccao viral (Mackay et al, 2002; Pang et al,
2004). Em adicdo, o segmento que codifica para a proteina NSP3 é descrito como
mais conservado que codificador para a VP6 (Matthijnssens et al, 2008). Entretanto,
o protocolo de amplificacdo da VP6 foi previamente descrito como mais sensivel
para a deteccdo de RV-A em amostras ambientais, principalmente quando
comparado a deteccédo e caracterizacao pela amplificacdo dos genes que codificam
as proteinas VP4 e VP7 (Ferreira et al, 2009). Neste estudo, os protocolos de VP4 e
VP7 apresentaram resultados insatisfatérios e somente uma amostra foi
caracterizada como P4, genétipo descrito como mais prevalente atualmente,
corroborando a sensibilidade do método de deteccdo de VP6 para amostras
ambientais (Fereira et al, 2009). A baixa deteccdo de RV-A por estes protocolos
pode ter ocorrido em funcdo da alta variabilidade destes virus ou em funcdo das
proprias condi¢cdes de amplificacdo da PCR, geradas em funcdo da necessidade de
amplificar fragmentos de 876pb (VP4) e 904pb (VP7).

Um novo protocolo de amplificagdo para VP6 utilizando iniciadores internos
(nested-PCR) foi descrito por Galimore e colaboradores (2006), demonstrando um
aumento de sensibilidade de deteccdo de RV-A em amostras ambientais

(superficies). Nesta dissertacdo, 25% (5/20) das amostras positivas pelo gPCR e
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negativas pelo cPCR apresentaram positividade quando este protocolo foi utilizado
(dados ndo demostrados).

A caracterizagdo molecular dos RV-A demonstrou a circulagdo de amostras do
subgrupo | e 12 de origem humana, segundo nova classificacdo proposta por
Matthijnssens e colaboradores (2008). As sequéncias nucleotidicas obtidas
apresentaram 99% de identidade nucleotidica com sequéncias de VP6 de amostras
G2P4 (dados ndo demonstrados). Os RV-A do SG | e 12, humanos e bovinos, sao
descritos como associados ao genoétipo G2P4, enquanto SGIl e |1, suinas e
humanas, estdo associados a G1P8 (lturriza-Gomara et al, 2002; Lin et al, 2008;
Matthijnssens et al, 2008). No Brasil, este gendtipo vem sendo detectado em
elevado percentual em amostras clinicas e tem se apresentado como o0 mais
predominante em amostras de populacdes vacinadas (Okitsu-Negishi et al, 2004;
Santos & Hoshino, 2005; Gurgel et al, 2007; Leite et al, 2008; Ribeiro et al, 2008).
No estado do Rio de Janeiro, segundo levantamento do Laboratério de Virologia
Comparada e Ambiental, referéncia em Rotaviroses, os RV-A do genétipo G2P4
foram detectados em 57% e 75% das amostras clinicas estudadas nos anos de
2007 e 2008, respectivamente. O percentual de identidade nucleotidica observado
entre os RV-A detectados em amostras provenientes da Lagoa e de especimens
clinicos de casos de gastroenterite aguda ocorridos na cidade do Rio de Janeiro
demonstra como a abordagem ambiental pode fornecer dados sobre a circulacédo de
um determinado virus na populacéo.

Para deteccdo de NV, a aplicagdo de técnicas moleculares vem sendo
amplamente utilizada, uma vez que estes virus ndo dispdem de cultura celular e
modelos animais para sua replicacdo (Duizer et al, 2004b). Neste estudo observou-
se diferenca estatisticamente significativa entre as metodologias de
deteccao/quantificacéo utilizadas. Ao contrario do esperado, a semi-nested PCR foi
a metodologia que apresentou maior sensibilidade. Em estudo anterior realizado
com amostras ambientais, Victoria e colaboradores (2010) demonstraram que a
utilizacdo deste mesmo protocolo de gPCR duplicou o nimero de amostras quando
comparadas a semi-nested PCR. Bastien e colaboradores (2008) relacionam uma
série de condicbes de reacdes e possiveis fatores que tornam o gPCR menos
sensivel que o cPCR, como o método de extracdo do acido nucléico. A aplicacdo do

método de isotiocianto de guanidina/silica descrito por Boom e colaboradores (1990)
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em 36 amostras obtidas neste estudo demonstrou um aumento de deteccao de 8,3%
para NV (dados ndo demonstrados).

Apenas NVs pertencentes ao genogrupo Il foram detectados, corroborando
com estudos clinicos e ambientais que apontam maior circulacdo deste genogrupo
no Brasil e no mundo (Fankhauser et al, 2002; Froggat et al, 2004; Bon et al, 2005;
Okada et al, 2005; Vidal et al, 2005; Colomba et al, 2006; Ike et al, 2006; Victoria et
al, 2010).

Descrita como a regido mais variavel da ORF-2, a regido D foi utilizada para
caracterizacdo molecular dos NV em funcédo de apresentar regides com percentual
de homologia que possibilitam a distingdo entre genogrupos e genétipos (Vinjé et al,
2004). Dentre as 27 amostras positivas, apenas 10 foram positivas para a regido D,
sendo que o0s cromatogramas gerados ndo permitiram a construcdo de um
dendograma. A grande quantidade de materiais inespecificos e inibidores presentes
nos concentrados de agua, a baixa concentracdo de produtos gerados nos ciclos de
amplificacdo e a ndo hibridagdo dos iniciadores com as sequéncias alvo devido a
alta variabilidade genética desta regido podem ser responsaveis pelos resultados
negativos encontrados e pela baixa qualidade das sequéncias nucleotidicas obtidas.

Mattison e colaboradores (2009) demonstraram que a regidao D apresentou um
percentual de genotipagem (52%) inferior ao obtido pela regido C (78%), situada no
inicio da ORF-2 e também utilizada para genotipagem dos NV (Kojima et al, 2002),
recomendando a utilizacdo de protocolos de genotipagem pela regido C nas rotinas
dos laboratoérios e pela regido D quando for necessaria a identificacdo de novas
cepas Gll.4 circulantes.

6.2. Correlacdo entre deteccdo de RV-A e NV-GIl e parametros

microbiologicos

6.2.1. E.coli

Os resultados obtidos na determinagédo de E.coli demonstraram que 87,5%
das amostras estudadas encontravam-se dentro dos padrbes de balneabilidade
estabelecidos pela legislacéo vigente. Os pontos do Rio dos Macacos e Jardim de
Alah apresentaram indices mais elevados de contaminacdo para este parametro.

Vale lembrar que estes dois ambientes influenciam diretamente a qualidade da agua
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da Lagoa, o primeiro pelo aporte de agua doce e carga organica contribuindo com
a degradacédo do ecossistema lagunar e o segundo pela realizagdo do balanco
hidrico com o mar.

Indicadores bacterianos de contaminacédo fecal sdo utilizados rotineiramente
para avaliar a qualidade microbiologica da agua. Entretanto, a capacidade desses
microrganismos de refletir a ocorréncia e concentragado virais e 0s potenciais riscos
para a saude humana vém sendo questionada (Rajal et al, 2007; Silva et al, 2010),
dados corroborados neste trabalho pela auséncia de correlacdo entre deteccéo de
RV-A e NV-GII e valores de E.coli acima do estabelecido pela legislacao vigente.

A presenca de virus no ambiente € um indicador de poluicdo fecal que
representa um risco potencial para a populacdo exposta, uma vez que tais agentes
nao constituem a microbiota gastrointestinal normal, e s6 sdo excretados por
individuos infectados (Abad et al, 1997). Desta forma, atribuir seguranca em termos
sanitarios para aguas de recreacdo, quando as bactérias indicadoras estdo dentro
dos padrbes considerados satisfatorios, € admitir ou aceitar uma falha, com sério
potencial de risco para a saude, uma vez que a presenca de virus ndo pode ser

descartada.

6.2.2. Adenovirus humano (HuUAdV)

Alguns estudos tém sugerido os HuAdV como indicadores virais de
contaminacdo fecal humana em funcdo de sua disseminagdo no ambiente,
estabilidade em esgotos domésticos e amostras ambientais e resisténcia aos
processos de tratamento de agua e esgoto (Puig et al, 1994; van Heerden et al,
2003; Pusch et al, 2005; Boffil-Mas et al, 2006).

O percentual de deteccdo de HuAdV obtido neste estudo foi inferior aos
percentuais encontrados para RV e NV, corroborando dados obtidos por outros
trabalhos (Pusch et al, 2005; Miagostovich et al, 2008). Por outro lado, Prado e
colaboradores (submetido) demonstraram alto percentual de deteccdo de HuAdV
(71% e 85%) em amostras obtidas no afluente de duas esta¢des de tratamento de
esgoto, onde foram detectados RV-A (50%-95%), HAV (28%-70%), NV-GII (28%-
45%) e NV-GI (7%-10%).

No presente estudo, foi estatisticamente observada uma distribuicdo nao
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homogénea de amostras positivas e negativas para HUAdV e RV-A e NV-GIl e
E.coli, porém nédo pdde ser afirmada a associacao entre eles. Em adi¢do, a deteccéo
de RV-A e NV-GII em amostras negativas para HUAdV, o fato de apenas 5% (6/120)
das amostras encontrarem-se fora do padréo vigente para E.coli e o pequeno
namero amostral do trabalho, que interferem na analises estatisticas, devem ser
considerados e apontam, entdo, a necessidade de novos estudos de HUAdV como

marcadores virais de contaminagao ambiental.

6.3. Correlacdo entre deteccdo de RV-A e NV-GIl e parametros fisico-

quimicos

O risco de transmissdo de doencas virais por veiculacdo hidrica depende da
capacidade dos virus de se manterem infecciosos por um determinado periodo de
tempo até que entrem em contato com um hospedeiro suscetivel. Nesse contexto, €
fundamental a realizacdo de estudos que determinem os fatores ambientais e 0s
efeitos que estes exercem na persisténcia de particulas virais em diferentes tipos de
agua, de modo a se avaliar o potencial risco a saude publica associado ao uso da
agua (Ward et al, 1986; Espinosa et al, 2008).

Dentre os fatores que podem influenciar a inativacéo e resisténcia dos virus em
ambientes aguaticos estdo o pH, a turbidez e exposicdo a luz, a temperatura e o
cloro, além de outras substancias presentes no meio, como enzimas bacterianas,
proteases e RNAses (Ward et al, 1986; Carter, 2005; Fong & Lipp, 2005). Espinosa
e colaboradores (2008) demonstraram a reducdo da infecciosidade de RV em
amostras de agua subterranea e superficial resultante ndo somente das condicdes
de incubacédo, como também pela acdo de componentes presentes em ambos 0s
tipos de agua.

A salinidade foi descrita como um fator que ndo exerce efeito direto na
resisténcia dos virus no ambiente (Gantzer et al, 1998), assim como observado
neste estudo.

Em relacdo ao parametro pH, a avaliagdo estatistica indicou uma possivel
associacao entre deteccao de NV-GIl e pH fora do padrdo vigente pela legislacao,
entretanto esta mesma correlagdo nao foi detectada para RV-A. Pancorbo e

colaboradores (1987), correlacionaram positivamente valores elevados de pH e
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reducdo de titulo de RV-A, uma vez que um pH elevado influenciaria a agregacao
viral e, consequentemente, a susceptibilidade destes agente a outros fatores
virucidas presentes na agua. Estudos desenvolvidos sobre inativagdo de calicivirus
demonstraram que a exposicdo de NV a pH 2,7 por 3h ndo foi suficiente para
inativa-lo completamente (Dolin et al, 1972). Além disso, estes virus foram
detectados em amostras de pH 2, 3, 10 e 12 (Duizer et al, 2004a) e, em amostras
ambientais, foram detectados em pH 4,5 e 7,0 (Podewils et al, 2007; Miagostovich et
al, 2008).

A turbidez de uma amostra € definida como o grau de atenuacdo de
intensidade que um feixe de luz sofre ao atravessa-la. As principais causas da
turbidez da &gua sdo a presenca de matérias solidas em suspensdo, organismos
microscopicos e algas (Couto, 2010). Os elevados valores de turbidez encontrados
nos pontos da Lagoa e do Rio dos Macacos revelam uma elevada presenca de
particulas nestas matrizes, possivelmente em funcdo do lancamento de esgotos
nesses ambientes, o que n&o foi observado no ponto da Praia do Leblon,
provavelmente pela maior diluicdo destas particulas. A adsorcdo dos virus a
materiais particulados resulta em maior protecéo a fatores de inativacdo, tais como
raios UV, enzimas e a outros fatores degradantes presentes na agua (Gantzer et al,
1998; Rzezutka & Cook, 2004). Neste estudo, observou-se uma distribuicdo nao
homogénea de RV-A e homogénea de NV nas classes de turbidez estudadas,
porém nao pbde ser afirmada deteccdo de RV-A em valores mais elevados. Em
amostras ambientais, RV-A e NV foram detectados em diversas matrizes aquaticas
com valores de turbidez baixos, como agua potavel, praias e piscinas, e elevados,
como aguas contaminadas por esgotos e esgotos domeésticos (Lodder et al, 1999;
Hafliger et al, 2000; John & Rose, 2005; Podewils et al, 2007; Miagostovich et al,
2008; Ferreira et al, 2009; Hamza et al, 2009; Rutjes et al, 2009; Wong et al, 2009;
Victoria et al, 2010).

Os virus sdo descritos como capazes de resistir por meses ou anos a
temperaturas reduzidas e a temperatura ambiente e, mesmo que as taxas de
inativacdo diminuam com a reducdo da temperatura, valores acima de 16°C
causaram uma rapida perda de infecciosidade de RV-A em amostras de agua doce
(Ward et al, 1986; Carter, 2005). Uma maior reducao de infecciosidade viral em
diferentes tipos agua foi correlacionada a temperaturas elevadas, que podem

danificar o material genético e o capsideo viral, 0 que pode afetar a adsor¢cdo do
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virus em seu hospedeiro, e inativar enzimas requeridas para a replicacdo (Fong &
Lipp, 2005; John & Rose, 2005). Entretanto, apesar de terem sido observadas
temperaturas acima da ambiente, e até 30°C em determinadas coletas, ndo se
observou associacdo entre os valores obtidos e a detecc¢éao viral.

A cloracdo é uma pratica economicamente viavel e muito utilizada para
desinfeccdo da &gua para abastecimento humano. Entretanto, a tolerancia viral a
este processo de tratamento foi descrita (Payment, 1999; Espinosa et al, 2008).
Keswick e colaboradores (1985) demonstraram que os NV sdo inativados na
concentracdo de 10mg/L de cloro, enquanto os RV-A a 3,75 mg/L (Carter, 2005), o
que indica claramente resisténcia a cloracdo. Neste estudo, foi demonstrada uma
nao correlacdo entre os valores de cloro e detecgédo de RV e NV, sendo todos o0s
virus detectados em aguas com niveis de cloro inferiores a 0,6 mg/L.

Os resultados gerais obtidos nesta dissertacdo indicam que os ambientes
estudados recebem contaminacdo por dejetos e sdo reservatérios de RV-A e NV-
Gll. Entretanto, podem estar subestimados em funcdo da baixa recuperacdo do
método, pelo fato de os esgotos domeésticos serem lancados abaixo da lamina
d"agua e pela grande quantidade de lodo na Lagoa, onde estes virus podem estar
agregados.

Vale a pena ressaltar que o programa de despoluicdo estabelecido na Lagoa
Rodrigo de Freitas vem gerando melhora na qualidade das suas aguas, entretanto,
apenas em nivel fisico-quimico e bacteriolégico, uma vez que a presenca de virus
em 40% (48/120) das amostras evidencia uma contaminacao por esgoto doméstico,
cujo risco de infeccdo humana deve ser avaliado. Desta forma, os dados deste
estudo apontam para a necessidade de se estabelecer um protocolo de
monitoramento de contaminacado viral neste ecossistema para se atribuir seguranca

em termos sanitarios a estas aguas.
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. CONCLUSOES

O método de concentracdo utilizado permitiu a deteccdo de RV-A e NV-GII nos
diferentes tipos de matrizes aquaticas utilizadas, apresentando maior eficiéncia de

recuperacgdo viral em gua salobra, doce e salina, nesta ordem;

A associacdo dos métodos de deteccdo qualitativa e quantitativa (cCPCR e gPCR)
demonstrou a presenca de RV-A e NV-Gll em 24,3% e 18,8% das amostras de

agua coletadas, respectivamente;

A comparacao dos métodos de deteccdo qualitativo e quantitativo demonstrou
gue estas metodologias devem ser avaliadas para cada virus investigado, por

apresentarem diferentes percentuais de deteccao;

RV-A elou NV-GIlI foram detectados em 40% (48/120), 41,7% (5/12) e 33,3%
(4/12) nas amostras provenientes da Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio dos Macacos
e Praia do Leblon, respectivamente, demonstrando a disseminagdo em todos o0s

ambientes estudados;

As quantificacdes virais variaram de 3,34 a 4680 e 1,57 a 26,5 cg/100mL para
RV-A e NV-GII, respectivamente.

Os RV-A SGI/I2 e os NV-GII detectados corroboram com dados que os apontam

CcOmo 0s mais prevalentes na populacao;

A avaliacdo microbiologica (E.coli) das amostras caracterizou 87,5% (126/144)

das amostras como proprias conforme estabelecido pela legislacéo vigente;

A deteccdo de E.coli dentro dos padrBes aceitos para agua de recreagdo nao
significou a auséncia de RV-A e NV-GIl e a auséncia de correlacdo entre estes
comprovou que os padrdes bacterianos de qualidade ndo sao suficientes para

determinar a qualidade virolégica da agua,;

Os HuAdV foram detectados em amostras cujos valores de E.coli encontraram-se

acima dos estabelecidos pela legislacao vigente e foi observada uma distribuicdo
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nao homogénea entre positivos e negativos para HUAdV com a classificacdo da
adgua, porém ndo pode ser afirmada uma correlacdo positiva entre valores

elevados de E.coli e deteccao viral,

Embora tenha sido observada uma distribuicdo ndo homogénea entre amostras
positivas e negativas para HUAdV e RV-A e NV-GII, ndo se pdde determinar uma
correlacdo positiva entre eles. A deteccdo de RV-A e/ou NV-GIl em 43% da
amostras negativas para HuAdV apontam a necessidade de novos estudos para
se determinar o HUAdV como marcador viral de contaminacéo;

A andlise estatistica dos parametos fisico-quimicos demonstrou uma
heterogeneidade na distribuicdo de amostras de RV-A apenas com o parametro

turbidez, porém nédo pode ser afirmada uma correlacéo positiva entre eles;

Em relacdo aos NV-GIl, a andlise estatistica dos parametos fisico-quimicos
demonstrou uma heterogeneidade na distribuicdo de amostras NV-GIl apenas
com o parametro pH, porém ndo pode ser afirmada uma relacdo positiva entre

eles;

Os resultados obtidos neste estudo enfatizam a necessidade do estabelecimento
de parametros virais para a avaliacao da qualidade da 4gua e a necessidade de
se disponibilizar protocolos de deteccédo viral que auxiliem para a adocdo de
medidas de controle de contaminacdo ambiental pelas autoridades Municipal e

Estadual.

75



8. PERSPECTIVAS

Realizar o sequenciamento parcial das amostras positivas para NV.

Utilizar cultura de células para determinacédo de infecciosidade de RV-A das

amostras.

Dar continuidade ao estudo de contaminacao viral em ambientes aquaticos,
aplicando os dados obtidos para caracterizar e quantificar o risco de infeccao,
morbidade e mortalidade a exposicdo humana na Lagoa Rodrigo de Freitas e

em outras matrizes aquaticas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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