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RESUMO

A descarga continua de esgoto doméstico, in natura, nos mananciais aquaticos
constitui um importante risco a saude publica, ja que as fezes humanas podem
conter patégenos entéricos que contaminam e sdo disseminados pela agua. E
importante conhecer a qualidade microbioldgica da agua utilizada pela populagéo,
porém, os parametros avaliados para exposicdo humana a aguas naturais, incluem
apenas indicadores bacteriologicos, desconsiderando a presenga de virus. Assim,
este estudo teve como objetivos verificar a presenca de rotavirus do grupo A (RV-A)
nas aguas superficiais da bacia hidrografica do Corrego Séo Pedro (BHCSP), bem
como avaliar a eficiéncia das técnicas de deteccao utilizadas e a influéncia da area e
da época da coleta e dos parametros microbiologicos e fisico-quimicos de qualidade
da agua, na presenga dos mesmos. No periodo de julho de 2011 a maio de 2012,
foram realizadas seis coletas (trés na época seca e trés na época umida), nas quais
amostras de aguas de superficie da BHCSP, foram tomadas em oito pontos
georreferenciados (quatro em area nao urbanizada e quatro em area urbanizada)
totalizando 48 amostras. Parametros fisico-quimicos e microbiolégicos de qualidade
da agua foram determinados em todas as coletas, nas aguas de todos os pontos. As
amostras de agua foram concentradas pelo método de adsorgdo-eluicdo em
membrana com carga negativa e os concentrados obtidos, submetidos a PCR
qualitativa e quantitativa. RV-A foram detectados em 62,5% (30/48) das amostras
testadas, com carga viral variando de 4,74 X10? a 6,36 x10* cépias de genomal/L. A
técnica de PCR em tempo real foi a mais sensivel na detecg¢ao do virus (p=0001). As
analises estatisticas mostraram que houve influéncia da area de coleta, tanto na
deteccdo de RV-A (p <0,001), quanto na carga viral (p <0,001), indicando uma maior
probabilidade de encontrar amostras positivas, com carga mais elevada, na area
urbanizada da bacia, onde ha varios pontos de descarga de esgoto bruto. Nao
houve influéncia da época de coleta na deteccao (p = 0,371) e na carga viral (p =
0,297). A presenga de RV-A foi observada em 50,0% (11/22) das amostras
consideradas dentro do limite estabelecido para coliforme termotolerante em agua
doce de classe 1 e 2, comprovando que este padrédo, nao garante a auséncia de RV-
A. Foram observadas associagbes significativas entre a presenga de RVA e a
turbidez (p = 0,005), o teor de nitrogénio amoniacal (p <0,001) e o teor de fésforo (p
<0,001). Observou-se, ainda, uma correlagao positiva e fraca entre a carga de RV-A
e os parametros salinidade (r = 0,024 p = 0,325) e temperatura da agua (p = 0,027, r
= 0,320). Os dados obtidos indicam que o padrao microbiolégico, oficialmente
utilizado para determinar a qualidade da agua, ndo garante a auséncia de patégenos
virais, sendo necessario se estabelecer um sistema de vigilancia ambiental de virus
entéricos em aguas de superficie, de modo a aumentar a seguranga da utilizacao
deste recurso, para as diversas finalidades.

Descritores: Rotavirus, Aguas de Superficie, Reacdo em Cadeia da Polimerase,
Vigilancia Ambiental.



ABSTRACT

The continuous discharge of domestic sewage “in natura” in spring waters is
regarded as a major risk to public health, since the human feces can contain enteric
pathogens that contaminate water and are spread by through it. It is important to
know the quality of water used by the population, however the parameters analyzed
for human exposure to natural waters include bacteriological indicators only,
disregarding the presence of viruses. Thus, this study investigated the contamination
of spring waters of the drainage basin of the Sdo Pedro (BHCSP) by group A
rotavirus (RV-A), as well as checking the efficiency of the detection techniques and
the presence of correlation between these viruses and microbiological parameters
and physicochemical water quality. From July 2011 to May 2012, surface waters
samples were taken in eight georeferenced points (four in non-urbanized area and
four in urbanized area), in six campaigns (three in the dry season and the three in
wet season), totaling 48 samples. Physicochemical and microbiological parameters
of water quality were determined in all collections, in the samples of waters of all
points. The samples were concentrated using an adsorption-elution method with a
negatively charged membrane and the concentrates were subjected to qualitative
and quantitative PCR. RV-A were detected in 62,5% (30/48) of the studied samples
with the viral load ranging from 4,74X10? - 6,36X10* genomes copies/L. The real time
PCR was more sensitive in detecting virus (p = 0,001). Statistical analyzes showed
that the presence of RV-A (p < 0,001) and viral load (p < 0,001) were influenced by
the collection area, indicating a greater likelihood of finding positive samples with
higher load in urbanized area of the basin, where there is discharge of raw sewage.
There were no associations between detection (p = 0,371) and viral load (p = 0,297)
with the season of collection. The presence of RV-A was observed in 50.0% (11/22)
of samples considered within the limit established by thermotolerant coliforms in
freshwater class 1 and 2 demonstrate, therefore, that this pattern does not guarantee
the absence of human enteric viruses. Measured physicochemical parameters
displayed significant associations between the presence RVA and turbidity (p =
0.005), content of ammonia nitrogen (p <0.001) and content of phosphorus (p
<0.001). It was also observed a weak positive correlation between viral load the RV-
A and the salinity parameters (r = 0.024 p = 0.325) and water temperature (p = 0.027,
r = 0.320). These data indicate that the microbiological standard officially used to
determine the water quality does not ensure the absence of viral pathogens, being
necessary to establish an environment surveillance of enteric viruses in surface
waters, in order to increase the safety of using this aquatic matrices for many
purposes.

Keywords: Rotavirus, Surface Waters, Polymerase Chain Reaction, Environmental
surveillance.
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1 INTRODUCAO

Amplamente reconhecida como recurso natural essencial para a existéncia da
vida, a agua é utilizada pelo homem em inumeras atividades, com destaque para o
abastecimento doméstico e industrial, a irrigagéo, a preservagéo da fauna e da flora,
a recreagao e o lazer, a geragao de energia elétrica, a navegagao, a harmonizagao
paisagistica e o transporte de dejetos. Entretanto, a ma utilizagdo dos recursos
hidricos, associada a nao preservagdo, tem culminado na degradagdo e
consequente escassez dos mesmos, bem como em alteragdes de ecossistemas
aquaticos (VON SPERLING, 2005).

Um relatério recente, sobre o monitoramento mundial de agua potavel e
saneamento, afirma que 11% da populagdo mundial (mais de 780 milhdes de
pessoas), ainda, ndo tem acesso a agua potavel e 37% (2,5 bilhdes) dela, carecem
de saneamento basico. Embora este documento tenha registrado alguns avangos
quando compara os dados de 1990 aos de 2010, muito ainda precisa ser feito, pois
as tendéncias atuais apontam para numeros inaceitaveis em 2015 quando, segundo
projecoes, 605 milhdes de pessoas permanecerdo sem uma fonte adequada de
agua potavel e 2,4 bilhdes, sem instalacdes sanitarias (WHO, 2012).

No Brasil, segundo o ultimo Plano Nacional de Saneamento Basico, divulgado
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 99,4% dos municipios
apresentam rede geral de abastecimento de agua, no entanto apenas 87,2%
distribuem agua tratada. Dentre os servicos de saneamento, cabe ressaltar que
apenas 55,2% dos municipios disponibilizam servigos de coleta de esgoto e menos
de um tergo (28,5%) realiza o seu tratamento (IBGE, 2008). Em casos de auséncia
da rede de distribuicdo de agua, as principais fontes alternativas utilizadas pela
populacao sao chafariz, poco particular, carro pipa, corpos d’agua, cisternas e bicas.
Quanto ao esgoto, as alternativas giram em torno da utilizagédo de fossas, valas a
céu aberto e langamento direto em corpos d’agua (IBGE, 2011).

Esses dados sao preocupantes, visto que a qualidade da agua pode ser
ameagada pela presengca de microrganismos patogénicos provenientes, por
exemplo, do despejo de esgoto nao tratado, nos corpos de aguas superficiais. O

consumo ou O uso recreativo de agua nao tratada, pela populacao, representa um
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grave problema de saude, levando-se em conta que um quarto dos leitos
hospitalares, no mundo, sdo ocupados por pacientes com complica¢des decorrentes
de infec¢des veiculadas pela agua (STRAUB e CHANDLER, 2003). Dentre tais
complicagdes, a diarreia se destaca, globalmente, no grupo das doengas mais
comuns, associada a altas taxas de morbi-mortalidade. A doencga diarreica pode ser
causada por uma grande variedade de agentes etiolégicos, como bactérias,
parasitos, protozoarios e virus (WILHELMI, ROMAN e SANCHEZ-FAUQUIER, 2003;
ESTES e KAPIKIAN, 2007). Dentro deste contexto, destaca-se a importancia dos
virus entéricos, como os rotavirus (RV), os norovirus, alguns adenovirus, o virus da
hepatite A e os poliovirus, dentre outros. Estes virus contaminam a agua destinada
ao consumo humano, uma vez que sao eliminados em concentragdes extremamente
elevadas, que podem variar de 10° a 10" particulas virais, por grama de fezes
(FARTHING, 1989; BOSCH et al., 2008).

A capacidade destes agentes de propagar uma infecgéo veiculada pela agua
estd associada a diversos fatores (ABBASZADEGAN, 2001; WYN-JONES e
SELLWOOD, 2001; LECLERC, SCHWARTZBROD e DEI-CAS, 2002), como:

v dose infectante extremamente baixa (cerca de dez unidades infecciosas);

v’ viabilidade das particulas que se mantem potencialmente infectantes durante
varios meses na agua, resistindo a condigbes ambientais adversas;

v’ capacidade de resistir a processos de tratamento de agua e esgoto, aplicados
no controle bacteriano, inclusive a cloracao e

v auséncia de correlagcdo, em termos qualitativos e quantitativos, com os atuais
indicadores bacterianos de contaminagao de aguas.

Dentre os virus gastroentéricos associados a surtos de veiculagado hidrica,
destacam-se os RV do grupo A (RV-A) e os norovirus, os principais responsaveis
por grande parte dos surtos e casos esporadicos de gastroenterite infantil aguda e
nao bacteriana, em todo o mundo (PARASHAR et al., 2006; ZHENG et al., 2006).

As infecgdes por RV-A sdo uma causa comum de diarreia grave na infancia,
estando associadas a cerca de 611 mil mortes ao ano e 39% das hospitalizagbes
por diarreia (PARASHAR et al., 2006; CDC, 2011). No Brasil, os estudos de
epidemiologia molecular envolvendo amostras clinicas, estdo bem estabelecidos nas
diferentes regides geograficas, os quais apontaram prevaléncias que variam de 12 a
42% (GUSMAO et al., 1999; LINHARES, 2000; ROSA E SILVA, NAVECA e
CARVALHO, 2001; ROSA E SILVA, CARVALHO e GOUVEA, 2002; SOUZA et al.,
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2002; CARDOSO et al., 2003; SANTOS e HOSHINO, 2005; FERREIRA, 2010;
ANTUNES, 2011).

Assim, o despejo irregular de esgoto doméstico em mananciais aquaticos,
contendo uma grande quantidade de virus que, normalmente, sdo excretados por
individuos sintomaticos ou ndo, preocupa no sentido da potencial contaminacao
destes ambientes. Neste sentido, varias pesquisas ambientais tem sido
desenvolvidas com a finalidade de avaliar a qualidade da agua, utilizando-se os
parametros bacteriologicos estabelecidos (SCOTT et al., 2002; MARQUES, 2003).
Entretanto, sdo recentes os estudos realizados sobre a presenca de virus entéricos
humanos em aguas de consumo, de recreagéo e em esgotos, bem como sobre seu
envolvimento em surtos de gastroenterites, hepatites e conjuntivites, desencadeados
por veiculagdo hidrica. Em parte, esta situacdo pode ser explicada pela baixa
eficiéncia de recuperacdo de virus, pelos métodos de concentragao utilizados e,
também, pelos métodos de deteccdo pouco sensiveis, onerosos e de complexa
implantagdo (MEHNERT e STEWIEN, 1993). Apesar disso, avangos recentes nestas
técnicas tem proporcionado maior éxito nas investigagdes realizadas, nesse campo

de estudo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histoérico

O potencial dos virus como agentes da gastroenterite comegou a ser
investigado em 1940, no entanto, esta busca desapontou muitos virologistas, que
por anos, ndo conseguiram associa-los a doencga diarreica em humanos (WILHELMI,
ROMAN e SANCHEZ-FAUQUIER, 2003; ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Apenas no inicio da década de 70 as primeiras correlacdes entre os virus e a
diarreia em criangas foram evidenciadas. Primeiro quando particulas virais de 27
nandmetros (nm) foram descobertas, utilizando a imunomicroscopia eletrénica (IME),
em material fecal proveniente de um surto de diarreia, ocorrido na cidade de
Norwalk, tendo por isso recebido a denominagao de virus Norwalk (KAPIKIAN et al.,
1972). Um ano depois, outros pesquisadores, ao observarem cortes de mucosa
duodenal, utilizando a técnica de microscopia eletronica (ME), descreveram
particulas de 70 nm, denominadas, posteriormente, de RV (BISHOP et al., 1973).

A partir desta descoberta, em um curto intervalo de tempo, a investigagao de
virus em fezes de criangas com doenca diarreica aguda levou a confirmagao da
associagao dos RV com a doenga, além da descoberta de outros agentes, tais como
os astrovirus e os adenovirus entéricos (ESTES e KAPIKIAN, 2007; WARD,
MCNEAL e STEELE, 2008).

Apesar dos RV humanos terem sido descobertos em 1973, particulas
semelhantes ja tinham sido isoladas de animais, anteriormente. Adams e Kraft
(1963), citados por Estes e Kapikian (2007), isolaram particulas semelhantes a virus,
do tecido intestinal de camundongos infectados com diarreia. No mesmo ano,
Malherbe e Harwin (1963) as isolaram de swabs retais de macacos saudaveis,
enquanto Mebus, Underdahl e Rhodes (1969) demonstraram a presenca de
particulas virais de 70 nm, em fezes de bezerros com doenca diarréica.

No Brasil, o RV foi detectado pela primeira vez no ano de 1976, em Belém,
Para, utilizando-se a técnica de ME (LINHARES, 2000). Entretanto, o
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desenvolvimento do ensaio imunoenzimatico, representou o marco inicial para

inumeras pesquisas realizadas em ambito nacional (PEREIRA et al., 1985).

2.2 Morfologia, taxonomia e estrutura

Os RV possuem simetria icosaédrica, aspecto radiado e constituem um
género distinto da familia Reoviridae (MATTHEWS, 1979). As particulas né&o
envelopadas medem cerca de 100 nm de diadmetro, incluindo as projegdes proteicas
(espiculas). Ao serem observadas por ME (Figura 1) apresentam trés camadas de
proteinas, que lhe conferem um aspecto de roda de carrogca — que deu 0 nome ao
virus (roda em latim é rota) (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Figura 1: Microscopia eletrénica de particulas de rotaviru fé‘:.ANDRADE-GOES, 2005.

A camada externa é formada pelas proteinas estruturais (do inglés virion
protein — VP) VP7 e VP4, enquanto a camada intermediaria é constituida pela
proteina VP6. A camada interna, também conhecida como cerne, é constituida por
uma camada de proteina VP2 que envolve o genoma viral, ao qual estdo associadas
as proteinas VP1 e VP3 (ESTES e KAPIKIAN, 2007). O fluxo de compostos em
solugao para o interior do capsideo e o efluxo de RNA mensageiro (mRNA) é
realizado através dos 132 canais (12 canais de classe |, 60 de classe Il e 60 de
classe lll) presentes na particula viral completa, também chamada de particula de
tripla camada (do inglés - triple-layered particle — TLP), com poder infectante (ARIAS
et al., 2004).
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As particulas de dupla camada (do inglés - double-layered particle — DLP) ndo
possuem a camada proteica externa (VP4 e VP7) e sdo conhecidas como particulas
brutas, sem poder infectante, porém transcricionalmente ativas. Por outro lado, as
particulas de camada unica (do inglés - single-layered particle — SLP), também
denominadas cerne, sdo desprovidas das camadas proteicas externas (VP4 e VP7)
e intermediaria (VP6), ndo sao infectantes e, ao contrario das TLPs e DLPs,
raramente sao visualizadas na ME (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

O genoma viral é constituido por 11 segmentos de RNA de fita dupla (do
inglés double-stranded ribonucleic acid - dsRNA), que s&o responsaveis pela
codificagdo de 6 proteinas estruturais (VP1-VP4, VP6 e VP7) e 6 proteinas néo

estruturais (do inglés non structural protein — NSP1 a 6) do virus (Figura 2).
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Figura 2: Organizacdo do genoma e da particula de rotavirus. (A) Representacdo esquematica dos
11 segmentos genémicos de dsRNA dos RV visualizados gel de poliacrilamida apos eletroforese. (B)
Proteinas virais estruturais e néo estruturais codificadas pelos segmentos genémicos. (C) Localizagéo
das proteinas estruturais na particula viral. (D) Reconstrugdo da particula viral em trés dimensdes
(Adaptada de Andrade-Goes, 2005).

D Reconstrugéo

De acordo com Costa, Cardoso e Grisi (2005), o tamanho dos segmentos
varia de 667 (segmento 11) a 3.302 (segmento 1) pares de bases (pb), sendo o
genoma total composto por, aproximadamente, 18.522 pb. As proteinas virais estao
descritas na tabela 1, destacando-se que as VP sao encontradas na particula viral,
enquanto as NSP apenas na célula infectada (ARIAS et al., 2004; GREENBERG e
ESTES, 2009).
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Tabela 1: Descricdo dos segmentos gendmicos dos rotavirus e das proteinas estruturais e nao
estruturais codificadas pelos mesmos.

Segmento Proteinas virais codificadas
de RNA
(ni d Designagéo Localizagao Numero
numero de (nimero de na particula  de cépias . =
P dad f

pares de aminoacidos) viral por virion ropriedacdes e fungoes

base)

1 (3302) VP1 (1088) Cerne 12 RNA polimerase dependente de
RNA.

2 (2690) VP2 (881) Cerne 120 Necessaria para atividade de VP1
e formacgao do cerne viral.

3 (2591) VP3 (835) Cerne 12 Forma um complexo com VP1 e
atua como guanililtransferase e
metiltransferase.

4 (2362) VP4 (776) Capsideo 120 Hemaglutinina (adesdo celular),

VP5* (529) externo (60 clivada em VP5* e VP8* por acédo
VPg* (247) dimeros) de proteases (trip§iqa); apresenta
propriedades antigénicas.

5(1611) NSP1 (495) N&o estrutural Apresenta atividade de ligacédo ao
RNA, mas ndao é essencial em
algumas linhagens.

6 (1356) VP6 (397) Capsideo 780 Proteina hidrofébica e imunogénica

interno (260 que contém os antigenos de grupo
trimeros) € subgrupo; representa 50-60% da
massa viral.

7 (1105) NSP3' (315) Nao estrutural Intensifica a sintese de proteinas
virais e inibe a traducdo de
proteinas da célula hospedeira.

8 (1059) NSP2' (317) Nao estrutural Apresenta atividade de ligacdo ao
RNA viral, atua como helicase e
forma o viroplasma com NSP5.

9 (1062) VP7" (326) Capsideo 780 Glicoproteina integrada a

externo (260 membrana do RER, dependente
trimeros) ~ de calcio e altamente imunogénica.

10 (751) NSP4 (175) Nao estrutural Glicoproteina integrada a
membrana do RER que atua como
receptora intracelular de DLPs;
modula o calcio intracelular; atua
na morfogénese e como
enterotoxina viral.

11 (667) NSP5 (198) N&o estrutural Atua como fosfoquinase, forma o
viroplasma com NSP2 e interage
com VP2 e NSP6.

NSP6 (92) No estrutural Constitui o viroplasma e interage

com NSP5.

Siglas: VP: proteina estrutural; NSP: proteina ndo estrutural; RER: Reticulo endoplasmatico rugoso; DLP:
particula de dupla camada. * O asterisco € utilizado para identificar as proteinas resultantes da clivagem de VP4
(VP5* e VP8*). ' Pode ser codificada pelos segmentos 7, 8 ou 9 dependendo da amostra viral. Fonte: Estes e

Kapikian, 2007.



24

2.3 Classificagao

De acordo com as caracteristicas antigénicas da proteina VP6, os RV sao
classificados em sete grupos, designados de A a G. Os RV-A sao os de maior
importancia epidemioldgica, tendo sido claramente estabelecidos como causadores
de doenca diarreica em criangas e individuos jovens, de varias espécies de
mamiferos e aves (WILHELMI, ROMAN e SANCHEZ-FAUQUIER, 2003).

Dentro do grupo A, baseado nas caracteristicas antigénicas das proteinas e
nas sequéncias dos genes que as codificam, os RV sédo, ainda, classificados em
sorotipos (determinado por métodos de neutralizagdo, utilizando-se anticorpos
monoclonais) e gendtipos (definidos pela analise molecular dos genes),
respectivamente (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

A proteina VP6 também classifica, sorologicamente, os RV-A nos subgrupos
(SG) I, I, I + 11 e ndo-I e ndo-Il, definidos de acordo com a presenga ou auséncia de
dois epitopos distintos, que reagem com um, dois ou nenhum anticorpo monoclonal
(WILHELMI, ROMAN e SANCHEZ-FAUQUIER, 2003; LEITE, CARVALHO-COSTA e
LINHARES, 2008). Os SG | e Il tem sido os mais encontrados, sendo SGII
relacionado a estirpes de origem humana e o SGI relacionado a estirpes de origem
animal (ITURRIZA-GOMARA et al., 2002). Outra forma de determinar o subgrupo é
pelo sequenciamento do gene que codifica a proteina VP6, também denominada
proteina |, por constituir o capsideo interno dos RV.

A classificagdo genotipica dos RV-A tem sido realizada por um sistema
binario, baseada na determinagdo dos gendtipos G (gene que codifica a
glicoproteina VP7) e P (gene que codifica a proteina VP4, que é sensivel a
protease). Em 2008, um grupo de pesquisadores que trabalham com a classificacao
destes virus, propuseram um sistema completo de classificagdo, tendo como base
as propriedades moleculares dos 11 segmentos de dsRNA. Este novo sistema
baseou-se na caracterizagdo molecular e analise filogenética do genoma completo,
de 53 protétipos do virus. Os diferentes gendtipos descritos para cada um dos
segmentos sdo divididos segundo valores de cut-off especificos de identidade
nucleotidica, para cada um destes genes (Quadro 1). Assim, foi determinada a nova
designacao dos gendtipos, que passa a ser descrita da seguinte forma: Gx-P[x]-Ix-
Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, onde cada letra simboliza, respectivamente, os genes
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responsaveis pela codificagdo das proteinas VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-
NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 e o0 X, um numero arabico iniciando em 1
(MATTHIJNSSENS et al., 2008a,b).

Quadro 1: Valores de cut-off de percentagem de identidade nucleotidica que definem os diferentes

gendtipos de rotavirus do grupo A.
Gene Proteina Valores de cut-off de Designagao dos nomes Genétinos
codificada identidade nucleotidica (%) de genétipos P
RNA polimerase - RNA
! VP 83 dependente (R) 4
2 VP2 84 Proteina do cerne (C) 5
VP3 81 Metiltransferase (M) 6
VP4 80 Sensivel a protease (P) 27
5 NSP1 79 Antagonista do Interferon 14
(A)

6 VP6 85 Capsideo interno (1) 11
7,8 NSP3 85 Intensificador de tradugao 4
ou 9 (T)

7,8

NSP2 85 NTPase (N) 5
ou9
7,8 VP7 80 Glicoproteina (G) 19
ou9

10 NSP4 85 Enterotoxina (E) 11

Fosfoproteina
" NSP5 91 (pHosphoprotein) (H) 6

Fonte: Matthijnssens e colaboradores, 2008a,b.

Em virtude do aumento no numero de gendtipos, o grupo de pesquisadores
acima, prop6s a criagao do seguinte sistema de nomenclatura, a fim de unifica-la:
grupo de RV / espécie de origem / pais de identificagcdo / nome comum / ano de
identificacdo / gendtipos G e P, além de diretrizes especificas para amostras
selvagens, amostras obtidas de cultura de células, amostras vacinais e amostras
produzidas em laboratério, utilizando rearranjo ou procedimentos de genética
reversa (MATTHIJNSSENS et al., 2011).
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2.4 Replicagao viral

Em virtude do tropismo natural apresentado pelos RV, a replicagao viral
ocorre nas ceélulas epiteliais maduras das vilosidades intestinais. O passo inicial do
ciclo (Figura 3) consiste na ligacdo de TLPs a superficie da célula hospedeira,
através da interacdo de VP4 e VP7 com receptores celulares. A fixacao é
determinada pela proteina VP4 ou por seu produto de clivagem (VP5*), sendo
importante destacar que a etapa de ligacdo, que ocorreu anteriormente, n&o
depende desta clivagem, ao contrario do processo de penetragdo, que ¢é
potencializado pela atividade lipofilica de VP5* (ARIAS et al., 2004; ESTES e
KAPIKIAN, 2007; DESSELBERGER et al., 2009).

Figura 3: Representacdo esquematica do ciclo de replicagdo dos rotavirus. Etapas: (1) Adsorgcéo do
virus a superficie celular; (2) Penetragdo e desnudamento da particula viral, produzindo DLP; (3)
Transcri¢gdo primaria (RNA"); (4) Sintese das proteinas virais; (5) Sintese primaria de RNA’; (6)
Montagem da particula viral; (7) Sintese secundaria de RNA"; (8) Montagem das DLPs; (9)
Brotamento da DLP na membrana do RE; (10) Perda do envoltério transitério, gerando TLPs
(Adaptada de Mascarenhas, 2006).
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A penetragdo pode ocorrer, diretamente, através da membrana ou por
endocitose mediada por receptores. Este processo se desenvolve de forma
coordenada, envolvendo varias etapas de interagdes sequenciais, com ligantes
diversos e uma série de mudancas conformacionais nas proteinas do capsideo.
Durante ou logo ap6s a penetragéo, as particulas infecciosas sofrem desnudamento,
pela agao de enzimas celulares e baixa concentracédo de calcio, ou seja, perdem as
duas proteinas do capsideo externo, transformando-se em DLPs (ARIAS et al.,
2004; ESTES e KAPIKIAN, 2007; DESSELBERGER et al., 2009; GREENBERG e
ESTES, 2009).

A replicagao ocorre totalmente no citoplasma da célula e se inicia com a RNA
polimerase dependente de RNA (VP1) em conjunto com VP3, transcrevendo fitas de
RNA de polaridade positiva (RNA") a partir de todos os 11 segmentos gendmicos
virais, processo conhecido como transcricdo primaria, que pode ocorrer antes da
formagdo do viroplasma. Parte destas moléculas de RNA" funcionam como mRNA
viral, que saem das DLPs pelos12 canais de classe | existentes em VP2, sendo
traduzidos, no citoplasma celular, em proteinas estruturais e nao estruturais (ESTES;
KAPIKIAN, 2007; DESSELBERGER et al., 2009).

A maioria das proteinas codificadas pelo genoma viral é sintetizada em
ribossomos livres e o0 seu produto se acumula no citoplasma, a excecao de VP7 e
NSP4, que sao sintetizadas em ribossomos ligados ao RER, onde sao glicosadas e
a seguir inseridas em sua membrana (COSTA, CARDOSO e GRISI, 2005; ESTES e
KAPIKIAN, 2007; DESSELBERGER et al., 2009).

Duas a trés horas apds o inicio da infeccdo formam-se inclusdes
citoplasmaticas denominadas viroplasmas, que sao essenciais para a replicagao, o
empacotamento do genoma e as etapas iniciais de morfogénese do virus
(DESSELBERGER et al., 2009). Estas estruturas especializadas possuem forma e
tamanho variavel durante o ciclo de replicacéo e estao localizadas junto ao nucleo
da célula e préximas do reticulo endoplasmatico (RE) (GREENBERG e ESTES,
2009). Seus principais componentes sao as proteinas NSP2 e NSP5, mas também
contem VP1, VP2, VP3, VP6 e, inicialmente, mMRNA de todos os segmentos. No
interior do viroplasma, durante a montagem de DLPs, ocorre o processo de
transcricdo secundaria, no qual fitas de RNA® funcionam como molde para a

producéao de fitas de RNA de polaridade negativa (RNA"), resultando em dsRNA que



28

constituem o genoma da progénie viral (KAPIKIAN, HOSHINO e CHANOCK, 2001;
ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Um dos aspectos mais interessantes da replicagcao dos RV, que os diferencia
de membros de outros géneros da familia Reoviridae, é que as DLPs emergem dos
viroplasmas e brotam para dentro do RE, adquirindo um envelope transitorio, que
contém NSP4, as proteinas virais de superficie VP4 e VP7, além de quantidades
bem menores de outras proteinas ndo estruturais (PORUCHYNSKY e ATKINSON,
1991 citado por ARIAS et al., 2004; ESTES e KAPIKIAN, 2007).

O brotamento é mediado pela NSP4, uma glicoproteina viral integrada na
membrana do RE, que desempenha papel fundamental na morfogénese viral, ao
atuar como receptor intracelular da VP6, presente na DLP. A medida que as
particulas se movem em direcado ao interior do RE, elas passam pelo processo de
maturacao final, sob influéncia de ions calcio, e o envelope vai sendo substituido por
uma fina camada de proteina que constitui o capsideo externo, formando a TLP, ou
seja, a particula viral completa e infecciosa (ESTES e KAPIKIAN, 2007;
DESSELBERGER et al., 2009).

Os mecanismos precisos da remog¢ao do envelope ou da montagem do
capsideo externo ndo sao claros, mas estudos com pequenos RNAs interferentes
(siRNA) realizados por Cuadras e colaboradores (2006) indicaram que VP4 é
montada ainda no RE e que VP7 esta envolvida na remoc¢éo do envelope.

Os efeitos da replicacdo do RV em células cultivadas sédo especificos para
cada tipo de célula. Em células ndo polarizadas, o ciclo termina quando a progénie
viral é liberada por lise da célula hospedeira. Neste caso, a proteina NSP4 medeia a
morte desta célula, promovendo um aumento no nivel de calcio intracelular, que
afeta a permeabilidade da membrana plasmatica e das juncdes celulares, enquanto
a NSP3 reduz a sintese proteica, ambas contribuindo para a lise celular. Nas células
epiteliais polarizadas, os RV induzem a apoptose, de modo que a interagéo de VP4
com actina e lipidios celulares tem sido sugerida como o mecanismo pelo qual a
membrana é desestabilizada, facilitando a saida dos virus, antes dos efeitos
citopaticos se tornarem evidentes. Finalmente, ao serem liberadas, as particulas
virais infectam outros enterdcitos, reiniciando o ciclo (ESTES e KAPIKIAN, 2007;
DESSELBERGER et al., 2009).
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2.5 Patogenia

Os RV sao transmitidos pela via fecal-oral, no entanto, continuam existindo
suspeitas sobre eventuais casos de contaminacdo pela via respiratoria. Tais
suspeitas sdo baseadas em evidéncias circunstanciais, observadas numa proporgao
de doentes com rotavirose, como a rapida aquisi¢ao de anticorpos contra o virus nos
primeiros anos de vida, independentemente das normas de higiene, além da
ocorréncia de sintomas respiratérios (PARASHAR et al., 1998; ESTES e
KAPIKIAN, 2007).

A carga infectante necessaria para estabelecer a infeccdo € de apenas dez
particulas viaveis (virions), demonstrando sua elevada infecciosidade,
principalmente quando se considera que as particulas virais sdo excretadas em
concentragdes de até um trilhdo por mililitro (mL) de fezes, na fase aguda da doencga
(COSTA, CARDOSO e GRISI, 2005; DENNEHY, 2005).

Do ponto de vista fisiopatoldgico, a diarreia por RV tem sido atribuida a
diferentes mecanismos (Figura 4), incluindo: ma absorgao secundaria a destruicéo
dos enterdcitos, isquemia das vilosidades, acdo de enterotoxina viral (NSP4) e
ativacdo do sistema nervoso entérico (SNE) (LUNDGREN e SVENSSON, 2003,
citado por ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Os RV infectam os enterécitos maduros das vilosidades intestinais, causando
a atrofia das mesmas, fato que desencadeia uma repopulagdo compensatéria com
células secretoras imaturas. Deste modo, ocorre um desequilibrio entre os
processos de absorcdo (comprometida pela destruicdo de enterdcitos maduros) e
secrecdo (aumentada pela proliferagdo de células da crista). Simultaneamente, a
permeabilidade intestinal a macromoléculas como a lactose é reduzida, o que
aumenta a osmolaridade intestinal e as perdas liquidas, resultando na diarreia
osmotica. Também ocorrem alteragdes vasculares que levam a isquemia das
microvilosidades e alteragdes inflamatérias na mucosa intestinal (WILHELMI,
ROMAN e SANCHEZ-FAUQUIER, 2003; RAMIG, 2004; COSTA, CARDOSO e
GRISI, 2005).
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Figura 4: Diagrama ilustrando os mecanismos de patogénese da rotavirose. A sintese de proteinas
virais aumenta a permeabilidade da membrana plasmatica ao calcio (Ca2+) intracelular, induzindo a
lise celular, com liberagado de proteinas virais € da progénie viral. A NSP4 atua em células nao
infectadas, induzindo a diarreia secretora através da: (A) ativacado da fosfolipase C (PLC, do inglés
phospholypase C) que aumenta concentragao de Ca® nas células intestinais; (B) secregédo de
peptideos e aminas dependente de ca® para estimular o SNE; e (C) ativagao de mais células
epiteliais através da secrecéao de cloreto (Cl") pelo SNE (Adaptada de Bomsel e Alfsen, 2003).

O fato de animais infectados com RV exibirem diarreia profusa, sem lesdes
histopatoldgicas no intestino estimulou a busca por outros mecanismos de indugao
de diarreia. Descobriu-se entdo, que a NSP4, inicialmente sintetizada como uma
glicoproteina integrada na membrana do RE, sofre transforma¢des adquirindo
funcgdes intracelulares (INSP4) e extracelulares (eNSP4) (RAMIG, 2004; COSTA,
CARDOSO e GRISI, 2005; ESTES e KAPIKIAN, 2007; DESSELBERGER et al.,
2009; HYSER e ESTES, 2009).

Na célula infectada, a iINSP4 (Figura 5A) apresenta atividades fundamentais
para a replicagao dos RV, atuando no aumento do calcio intracelular e facilitando a
montagem do virus. O mecanismo de como iINSP4 altera a homeostase do calcio
(Ca?*) é desconhecido, mas uma ideia atraente € o aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica por agdao da iINSP4, possivelmente pela formacao de canais
de calcio. Por outro lado, a montagem das particulas é facilitada, a medida que a
iINSP4 presente na membrana do RE se liga a proteina VP6 de DLPs imaturas,
facilitando o brotamento de particulas para dentro do RE (HYSER e ESTES, 2009).
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Quando a iINSP4 atravessa a membrana plasmatica da célula infectada, ela é
clivada por acéo de proteases, gerando a eNSP4 (Figura 5B), que possui atividade
de enterotoxina. Esta por sua vez, liga-se a receptores celulares e inicia uma
cascata de sinalizagdo em células nao infectadas. Esta sinalizagdo ativa a
fosfolipase C (PLC), culminando com a liberacdo de calcio do RE e consequente
aumento do seu nivel intracelular, perturbando o equilibrio eletrolitico da célula
(ESTES e KAPIKIAN, 2007; DESSELBERGER et al.,, 2009; HYSER e ESTES,
2009).

Se a eNSP4 atuar no enterdcito, um dos efeitos € a ruptura da jungao celular
resultando em permeabilidade paracelular, ou seja, entre as células. Por outro lado,
se a eNSP4 atuar nas células da crista, ocorre um aumento nos niveis de calcio
mediado por um transportador de cloreto (Cl), aumentando a secregdo em um
processo chamado de diarreia secretdria (RAMIG, 2004; COSTA, CARDOSO e
GRISI, 2005; ESTES e KAPIKIAN, 2007; DESSELBERGER et al., 2009; HYSER e
ESTES, 2009).
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Figura 5: Fungdes da NSP4: intracelular (A) e extracelular (B). Ca*": célcio; VP: viroplasma; RE:
reticulo endoplasmatico; PLC: fosfolipase C; IP3: trifosfato de inositol (Adaptada de Hyser e Estes,
2009).

Apo6s muitos estudos, descobriu-se que os RV também seriam capazes de
induzir a secrecgao intestinal de liquidos e eletrdlitos por ativagcao direta do SNE,

localizado imediatamente abaixo do epitélio das vilosidades (LUNDGREN et al.,
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2000; WILHELMI, ROMAN e SANCHEZ-FAUQUIER, 2003; COSTA, CARDOSO e
GRISI, 2005).

A patogénese da rotavirose é baseada principalmente em trabalhos com
modelos animais. Em geral, as alteragdes patolégicas sdo limitadas ao intestino
delgado e associadas com poucas lesdes visiveis, como a perda e a vacuolizagéo
dos enterdcitos ou com alteragdes histopatologicas significativas, como a hiperplasia
das criptas. O processo inflamatério é leve, se comparado ao observado para outros
patégenos intestinais, principalmente os bacterianos (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Diante de todas estas informacdes verifica-se que a diarreia por RV é
multifatorial, resultante de efeitos diretos da infeccdo pelo virus e dos efeitos
indiretos da resposta do hospedeiro (RAMIG, 2004).

2.6 Manifestagoes clinicas

A gastroenterite causada pelos RV inicia, abruptamente, apés um periodo de
incubacdo de 2 a 4 dias, com um quadro clinico classico: vomito, febre, dor
abdominal e diarreia, que podem se manifestar juntos ou isolados e podem
desencadear rapidamente a desidratagdo (COSTA, CARDOSO e GRISI, 2005;
DESSELBERGER et al., 2009).

A diarreia inicia de forma subita, com uma média de dez episddios de fezes
liquefeitas ao dia, com ocorréncia mais rara de quadro disentérico. Uhnoo, Olding-
Stenkvist e Kreuger (1986) registraram uma duracdo média do quadro diarreico de
5,9 dias, onde 21% das criangas apresentaram mais de 10 episddios diarreicos por
dia e somente 1% evoluiu com fezes disentéricas. Costa e colaboradores (2004)
observaram uma média de 9,3 evacuacgodes por dia, com duragdo média do quadro
de 6,3 dias. Em pacientes internados, a diarreia foi observada por Ribeiro e
colaboradores (2008) em 92,6% dos casos positivos para RV, com média de 5,5
dias de hospitalizagao.

O vbmito € uma manifestagao clinica importante que ocorre 12 a 24 horas
antes dos episodios diarreicos, com duracdo média de dois dias e meio. Um estudo
realizado no Rio de Janeiro por Ribeiro e colaboradores (2008), registrou a
ocorréncia de vomitos em 86% dos casos, portanto, dentro da faixa prevista na
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literatura que varia de 58 a 96% (UHNOO, OLDING-STENKVIST e KREUGER,
1986; COSTA, CARDOSO e GRISI, 2005).

A febre geralmente é alta, apresentando uma duragcédo média de 2,6 dias.
Costa e colaboradores (2004) detectaram febre nos pacientes com RV em 80,5%
dos casos e a temperatura identificada foi igual ou superior a 39°C, em 37,7% dos
mesmos, concordando com o estudo realizado por Uhnoo, Olding-Stenkvist e
Kreuger (1986), que detectou febre em 84% dos casos com temperaturas maiores
que 39°C, em 42% dos casos.

O grau de severidade da doenga causada por RV varia de infecgbes
subclinicas, muito frequentes, a diarreia moderada a grave e potencialmente fatal.
Os RV podem produzir infecgdo cronica sintomatica em criangas imunodeficientes,
representando uma ameaca especial para imunodeprimidos que receberam
transplante de medula éssea (ESTES e KAPIKIAN, 2007; DESSELBERGER et al.,
2009).

2.7 Epidemiologia

Apos a descoberta dos RV, estudos epidemioldgicos desenvolvidos em todo o
mundo os destacaram como o maior agente etiologico da doenga diarreica aguda
infantil (ESTES e KAPIKIAN, 2007). Nos paises desenvolvidos, a diarreia por RV
ocorre com grande frequéncia, gerando altas taxas de morbidade, no entanto,
poucos casos evoluem a oObito, devido as boas condi¢des nutricionais e a
acessibilidade aos servigcos de saude. Nestes paises, a baixa mortalidade esta
associada, também, a terapia de reposicao de fluidos e eletrdlitos, desenvolvida na
década de 40 e utilizada rotineiramente. Para ilustrar esta situagcao podemos citar
pesquisas realizadas nos Estados Unidos da América (EUA), onde a rotavirose
ocasiona, anualmente, mais de 3 milhdes de episddios diarreicos, 500 mil visitas
médicas, 60 a 70 mil hospitalizagdes e 20 a 40 mortes (ESTES e KAPIKIAN, 2007;
FISCHER, BRESEE e GLASS, 2004; GLASS et al., 2005a).

Em contrapartida, nos paises em desenvolvimento, os RV representam
grande ameaca a vida de criangas menores de 5 anos, estando associados a mais
de 100 milhdes de episddios diarreicos, 25 milhdes de visitas médicas e mais de 611
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mil mortes anuais (PARASHAR et al., 2006). Estima-se que 80% de todas as mortes
causadas por RV ocorram em alguns paises da Africa subsaariana e do sul asiatico,
com destaque para China, india e Paquistdo (GLASS et al., 2005b).

De modo geral, todas as criangas de até 5 anos de idade, sejam de paises
desenvolvidos ou em desenvolvimento, apresentam, ao menos, um episddio de
diarreia por RV, no entanto, as consequéncias desta infeccao entre estas criangas
sdo notadamente distintas (FISCHER, BRESEE e GLASS, 2004; PARASHAR et al.,
2006).

O fator que mais afeta a evolugdo clinica da infeccdo é a idade
(GREENBERG e ESTES, 2009), de modo que, os recém-nascidos infectados com
RV, raramente, tem a doenga sintomatica, pois estdo protegidos por anticorpos
maternos transferidos através da placenta. Criancas de 6 a 24 meses de idade sao
susceptiveis aos casos mais graves, que exigem internagcdo, pois 0s niveis de
anticorpos maternos encontram-se reduzidos e o sistema imune ainda é imaturo
(BISHOP, 1996; ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Os adultos parecem experimentar comumente a infecgao por RV, no entanto,
as manifestagdes clinicas sdo minimas ou ausentes, conhecidas como infeccoes
subclinicas. Surtos ja foram registrados em pacientes geriatricos (inclusive com
algumas fatalidades) e em pacientes e funcionarios de hospitais, mas estes casos
nao atingem grandes propor¢cdes, uma vez que adultos adquirem altas taxas de
imunidade contra os RV, logo apds as primeiras infecgoes (ESTES e KAPIKIAN,
2007). Por outro lado, Anderson e Weber (2004), reforcam a importancia dos RV
como um agente patogénico em adultos, sobretudo quando se considera a
ocorréncia de doenga endémica, surto epidémico, infeccao relacionada com viagens
e doenga resultante da transmissao crianga - adulto.

No Brasil, embora a taxa de mortalidade associada a diarreia aguda, em
menores de cinco anos, tenha sido reduzida de 10,8% a 3,9% no periodo de 1990 a
2006, esta, ainda é um importante indicador epidemioldgico. Variagdes significativas
ocorrem entre as taxas das cinco regides geograficas, com indices maiores nas
regides Nordeste e Norte (BRASIL, 2012). Segundo Linhares (2000), investigacoes
desenvolvidas no Brasil, no ambito hospitalar e ambulatorial, entre criangas menores
de cinco anos, resultaram em indices de prevaléncia de diarreia por RV que variam
de 12% a 42%. Tamanha amplitude pode ser justificada pela diversidade

metodoldgica e temporal observada nos estudos realizados até entdo. Outros
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estudos salientam a importancia destes virus como causa de internagao hospitalar,
com taxas variando de 14% para 48% (CARDOSO et al., 2003, CARVALHO-COSTA
et al., 2006; CDC, 2011).

Um estudo reuniu 124 publicagdes sobre a distribui¢do global de sorotipos e
genotipos de RV, entre 1989 e 2004, em 52 paises nos cinco continentes. De acordo
com este levantamento, os gendtipos G1 a G4 representaram 97,5% de todas as
infecgdes por RV na Asia, América do Norte e Europa e 83,5% a 90,4% na América
do Sul, Africa e Australia. O G1 foi o genotipo detectado com maior frequéncia em
cada um dos continentes, enquanto G5, G8 e G9 apareceram de modo pontual, em
diversas areas (SANTOS e HOSHINO, 2005).

Os RV exibem um padrao sazonal de infeccdo em paises de clima
temperado, apresentando picos epidémicos nos meses mais frios do ano
(PARASHAR et al., 1998; DESSELBERGER et al., 2009). Nos paises tropicais, por
outro lado, a infeccdo ocorre durante todo o ano, com tendéncias sazonais em
algumas regides (ESTES e KAPIKIAN, 2007; VALENCIA-MENDOZA et al., 2008;
DESSELBERGER et al., 2009). No Brasil, a distribuicao sazonal das gastroenterites
por RV assume duas configuragdes distintas, pois as regides Centro-Oeste, Sudeste
e Sul apresentam um nitido perfil sazonal, com expressiva ocorréncia das infeccdes
no periodo mais frio e seco do ano (maio a setembro) (CARDOSO et al., 2001;
ROSA E SILVA, NAVECA e CARVALHO, 2001; ARAUJO et al., 2002; ROSA E
SILVA, CARVALHO e GOUVEA, 2002; COSTA et al., 2004; CARVALHO-COSTA et
al., 2006), enquanto as regides Norte e Nordeste do pais registram casos ao longo
de todo o ano (LINHARES et al., 1989; STEWIEN et al., 1991).

2.8 Diagnoéstico e métodos de detecgao

O diagndstico da gastroenterite provocada por RV n&o pode ser determinado
com base apenas nas manifestagdes clinicas, uma vez que estas sao semelhantes
aquelas causadas por outros enteropatdogenos. Neste contexto, o diagndstico
laboratorial assume um papel importante na confirmagdo do agente etiolégico
envolvido (ESTES e KAPIKIAN, 2007; ANDREASI, 2008).
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Para pesquisas de virus em amostras clinicas sdo utilizadas algumas técnicas
imunologicas, como: ensaio imunoenzimatico (EIE), aglutinagdo de particulas em
latex (AL) e IME, sendo as duas primeiras utilizadas em laboratérios de analises
clinicas, em fungdo da rapidez e da sensibilidade das mesmas (kits comerciais).
Também podem ser utilizadas técnicas ndo imunoldgicas, como a ME, separagao
eletroforética dos segmentos gendémicos em gel de poliacriiamida e métodos
moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcricao
reversa (do inglés - reverse transcript polymerase chain reaction - RT-PCR). Estas
técnicas ndo imunoldgicas sdo amplamente aplicadas em laboratérios de pesquisas
para investigagdes cientificas, ndo sendo empregadas no diagnéstico clinico em
decorréncia do custo elevado e da dificuldade de execugao das mesmas.

Por outro lado, a circulagdo de agentes virais no ambiente vem estimulando
estudos na area de virologia ambiental, com intuito de investigar a presenga destes
patégenos em aguas e superficies, bem como determinar sua caracterizagao
molecular. No entanto, para investigar a presenga de virus em amostras ambientais,
os métodos de deteccdo viral devem estar associados a métodos de concentracao,
capazes de recuperar os virus disseminados no ambiente. Inicialmente, os métodos
de concentracao viral foram associados a métodos de deteccédo baseados em cultivo
celular, o que restringia os estudos apenas a pesquisa de virus cultivaveis (FARRAH
et al., 1977; IUZERMAN, DAHILILNG e FOUT, 1997; GRIFFIN et al., 2003; FONG e
LIPP, 2005). No entanto, os avangos obtidos no diagndstico molecular viabilizaram
as pesquisas de virus entéricos considerados fastidiosos ou que nao dispdem de um
cultivo celular para replicagdo. Deste modo, a amplificagcdo de material genético por
PCR é considerada, atualmente, a metodologia mais adequada para deteccdo de
virus em ambientes aquaticos (FONG e LIPP, 2005).

Diferentes técnicas de concentragao viral podem ser aplicadas, baseadas no
tamanho e na massa molecular dos virus, como os métodos de ultrafiltracdo ou
ultracentrifugacdo (WYN-JONES e SELLWOOD, 2001; FONG e LIPP, 2005;
GARCIA, 2006). Outra metodologia descrita é a de adsor¢cdo e eluicao,
fundamentada nas propriedades fisico-quimicas da particula viral, que conferem as
mesmas a capacidade de adsor¢cdo em membranas carregadas positiva ou
negativamente, com posterior eluicdo (GANTZER et al., 1998; QUEIROZ et al.,
2001; KATAYAMA, SHIMASAKI e OHGAKI, 2002; ALBINANA-GIMENEZ et al.,
2006; HARAMOTO et al., 2009). Cada um destes procedimentos tem suas
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vantagens e desvantagens, sendo importante ressaltar que a escolha do melhor
método depende do tipo agua analisada e da presenga de inibidores (BOSCH et al.,
2008).

O método de adsorgao e eluicdo, em membranas carregadas positivamente,
foi, amplamente, utilizado para a recuperacdo de virus em amostras ambientais,
dispensando a adigdo de sais e o tratamento com acido (KATAYAMA, SHIMASAKI e
OHGAKI, 2002; MEHNERT et al., 1997; QUEIROZ et al., 2001; FONG e LIPP,
2005). Entretanto, a utilizagdo do extrato de carne para eluicdo do concentrado
nestes métodos, tem sido apontada como um fator inibidor da PCR (IJZERMAN,
DAHILILNG e FOUT, 1997).

Por outro lado, os protocolos que envolvem a adsorcdo em membranas
carregadas negativamente, com posterior eluigdo em solugdes inorganicas, tem
favorecido a deteccdo de virus utilizando a PCR, de modo que inumeros
pesquisadores tem relatado a presenca de virus entéricos, em diferentes matrizes
aquaticas (FERREIRA et al.,, 2009; KATAYAMA, SHIMASAKI e OHGAKI, 2002;
MIAGOSTOVICH et al., 2008; VICTORIA et al., 2009; VIEIRA et al., 2012).

Neste protocolo, a redu¢cado do pH e adicdo de cations, como o cloreto de
magnésio, sao fundamentais para a adsorgao inicial das particulas virais a
membrana carregada negativamente (KATAYAMA, SHIMASAKI e OHGAKI, 2002).
A etapa acida do protocolo, por sua vez, mantem a ligagado dos virus a membrana
negativa, além de auxiliar a remogao de cations e outros inibidores. Estas etapas
adicionais aumentaram a eficiéncia da técnica que utiliza membrana de carga
negativa na recuperagao viral, a partir de agua do mar e de aguas com alta turbidez,
quando comparadas com as membranas carregadas positivamente (LUKASIK et al.,
2000; KATAYAMA, SHIMASAKI e OHGAKI, 2002; FONG e LIPP, 2005).

Assim, no que diz respeito a pesquisa ambiental de RV, sua presenca ja foi
comprovada em diversos estudos realizados em diferentes matrizes de agua, como
esgoto, aguas superficiais, aguas subterraneas, aguas potaveis e aguas marinhas,
utilizando diferentes metodologias de concentracao (MEHNERT e STEWIEN, 1993;
KITTIGUL et al., 2001; ESPINOSA et al., 2008; HAMZA et al., 2009; FUMIAN et al.,
2010; PRADO et al., 2011).
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2.9 Tratamento e controle

Como né&o existe um tratamento antiviral especifico para a infec¢gdo por RV,
0s pacientes séo tratados com base na sintomatologia. O tratamento da diarreia ndo
difere do que em geral se preconiza nos casos de gastroenterite aguda de outra
etiologia, fundamentando-se na reposi¢ao hidroeletrolitica, de preferéncia pela via
oral (MASCARENHAS, 2006; ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Considerando-se que a via de transmissao desses virus € fecal-oral, era de
se esperar que medidas higiénicas classicas, como a lavagem das maos, 0s
cuidados com a agua e os alimentos, além da destinagdo adequada de dejetos
humanos e animais, fossem capazes de exercer impacto no controle e na profilaxia
das infecgcbes por RV. No entanto, nos paises desenvolvidos ocorrem epidemias,
anualmente, apesar dos elevados padrbes de saneamento e higiene. Neste cenario,
ficou clara a necessidade de contar com o recurso de uma vacina eficaz contra os
RV-A (MASCARENHAS, 2006; ESTES e KAPIKIAN, 2007; ANDREASI, 2008).

Diferente de outras viroses como sarampo, caxumba, rubéola e varicela, que
conferem protecdo completa apds o primeiro contato, os RV conferem imunidade
parcial apos algumas infecgbes, o que reduz a severidade dos episédios diarreicos
posteriores, mas nao impede a reinfeccdo. Com base nestes dados, muitas
estratégias vacinais foram pesquisadas ao longo das duas ultimas décadas, de
modo a elaborar vacinas, que oferegcam ampla cobertura antigénica para os tipos de
RV mais importantes, ou seja, aqueles que circulam globalmente ou regionalmente
(ANDRADE-GOES, 2005; MASCARENHAS, 2006; ESTES e KAPIKIAN, 2007).

A vacina monovalente produzida a partir do virus humano G1P[8] atenuado,
amostra RIX4414 (Rotarix® - GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgium) foi licenciada no
Brasil, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, em 2005, estando disponivel,
inicialmente, em clinicas pediatricas privadas. Somente, em margo de 2006, a vacina
oral de RV humano (VORH) foi incluida no Programa Nacional de Imunizagao (PNI),
estando a partir de entdo, disponivel no Sistema Unico de Saude (BRASIL, 2005).

O esquema de protecao consiste na administragdo de duas doses orais entre
a 62 e 162 semana de vida, com intervalo de no minimo um més, de modo que a
vacinagao completa seja realizada, impreterivelmente, antes da crianga completar 24
semanas (BRASIL, 2005). Vale ressaltar que o virus vacinal é atenuado e, portanto,
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potencialmente replicado nos enterécitos. Consequentemente, as particulas virais
sdo excretadas nas fezes de criangas vacinadas, fato que merece atencéo especial.

O estudo de fase Ill da Rotarix® realizado em doze paises (Argentina, Brasil,
Chile, Colébmbia, Republica Dominicana, Honduras, México, Nicaragua, Panama,
Peru, Venezuela e Finlandia) demonstrou eficacia de 92% contra a gastrenterite
severa provocada pelo gendtipo G1P[8] de RV-A e 87% para o pool de gendtipos
G9P[8], G3P[8] e G4P[8]. Embora a avaliagao da eficacia contra G2P[4] tenha sido
prejudicada pela baixa circulagdo deste gendtipo durante a pesquisa, um estudo
europeu mostrou a importancia da vacina na resposta cruzada contra os tipos nao
G1P[8], que induziu uma protecao de 82% contra G2P[4] (MASCARENHAS, 2006;
RUIZ-PALACIOS et al., 2006; ESTES e KAPIKIAN, 2007; VESIKARI et al., 2007;
DENNEHY, 2008;).

A partir da introdugdo da vacina no PNI, varios estudos estdo sendo
desenvolvidos para caracterizar os gendétipos dos RV circulantes nos periodos pré e
pos-vacinagcédo, com objetivo de avaliar a eficacia da vacina (GURGEL, CORREIA e
CUEVAS, 2008; GURGEL et al., 2008; LEITE, CARVALHO-COSTA e LINHARES,
2008; MORILLO et al., 2010). Os primeiros resultados ja apontaram para reducdes
significativas da taxa de detec¢cdo de RV-A, atribuidas a vacina (CARVALHO-
COSTA et al.; 2009; MORILLO et al., 2010).

Pesquisas iniciais realizadas no Brasil, apds a introdu¢ao da vacina Rotarix®,
demonstraram a predominancia de G2P[4] em populagbes vacinadas, sugerindo que
a vacina criou uma condi¢cao de vantagem seletiva deste gendtipo sobre os demais.
No entanto, uma analise mais atenta, alerta para o fato de que o possivel
ressurgimento de G2P[4] ndo esteja totalmente associado a vacinacgao, pois nestes
estudos, amostras caracterizadas como G2P[4] foram coletadas logo apds a
introdugdo da vacina, quando muitas criangas incluidas nos estudos n&o tinham
recebido o esquema completo de vacinagdo (GURGEL et al.,, 2008; LEITE,
CARVALHO-COSTA e LINHARES, 2008; CARVALHO-COSTA et al.; 2009;
MORILLO et al., 2010).

Alternativamente, o aumento da deteccao do gendtipo G2P[4] pode ser
explicado pela tendéncia, descrita por Bishop, Unicomb e Barnes (1991), de que o
gendtipo G2 reaparece em intervalo de 10 anos. Como o padrdo de variagao
temporal dos gendtipos no Brasil, ainda ndo esta claramente definido, Leite,
Carvalho-Costa e Linhares (2008) reuniram um numero representativo de estudos
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brasileiros sobre genotipagem de RV, publicados de 1988 a 2007, para avaliar esta
questado. Eles demonstraram que este intervalo, também, ocorre em nosso pais, pois
a deteccdo do gendtipo G2 comegou a diminuir apdés 1996 e ressurgiu
posteriormente em 2006, coincidindo com a introdugéo da vacina.

O ressurgimento de G2P[4] também parece refletir um fenédmeno continental,
visto que casos recentes de diarreia por RV-A, com uma incidéncia elevada deste
gendtipo, foram relatados em paises sul-americanos que fazem fronteira com o
Brasil, nos quais a vacina Rotarix®, ainda ndo tinha sido introduzida (LEITE,
CARVALHO-COSTA e LINHARES, 2008; CARVALHO-COSTA et al.; 2009).

Neste cenario, a dindmica de surgimento e desaparecimento de genodtipos
virais, denuncia uma possivel necessidade de ajuste constante na formulagéo das
vacinas ja existentes, a fim de adequa-las a realidade de cada regido, pais, ou
continente. Para tanto, é essencial a realizacdo de trabalhos de levantamento que
atualizem o conhecimento sobre as amostras de RV-A circulantes nas diferentes
comunidades, no Brasil e no mundo (LINHARES, 2000; SANTOS e HOSHINO,
2005).

No municipio de Juiz de Fora, os estudos de deteccdo de virus entéricos
realizados no Laboratério de Virologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, tem
revelado uma queda significativa na prevaléncia de RV-A no periodo pds vacinal
(2007-2011), principalmente na faixa etaria de 0 a 36 meses, bem como uma
reducédo na circulagao de gendtipos ndao-G2 no municipio, apds a implantagdo da
VORH no PNI (dados em fase de publicagdo). No entanto, ndo é possivel afirmar
que estas mudancgas se devem exclusivamente a vacina, sendo imprescindivel dar

continuidade aos estudos de vigilancia epidemiologica.

2.10 Disseminac¢ao de virus na agua

Os virus entéricos sdo geralmente transmitidos pela via fecal oral e replicam
no trato gastrointestinal do hospedeiro, sendo eliminados em ndmero muito elevado
nas fezes de individuos infectados, normalmente entre 10° e 10" particulas de virus
por grama de fezes (FONG e LIPP, 2005). Deste modo, o despejo de esgoto nao
tratado em corpos de agua superficiais pode contribuir diretamente para a introdugao
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dos virus entéricos nos ambientes aquaticos, contaminando os corpos receptores.
Tal situagdo representa uma ameacga frente ao uso recreativo deste manancial ou
até mesmo para fins de cultivo de moluscos bivalves (ostras e mexilhdes) e produtos
agricolas (CARTER, 2005; RUGGERI e FIORE, 2012).

Além disso, mesmo que o tratamento de efluentes seja realizado, existe a
possibilidade dos RV-A e de outros virus entéricos, sofrerem apenas uma pequena
reducédo de sua carga, resistindo no efluente que sera devolvido ao corpo hidrico
receptor (CARTER, 2005; RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2009). A situacdo torna-se mais
critica, quando se atenta para o fato de que, estes mananciais, em algum momento,
serao captados e tratados para uso como agua potavel e, que novamente, existe a
possibilidade dos virus resistirem ao processo de cloracdo aplicado ao controle da
populacéao bacteriana (CARTER, 2005).

Outro aspecto que deve ser analisado na disseminagcdo de RV-A é a
ocorréncia comum de infec¢do assintomatica, uma vez que estes individuos também
liberam particulas virais em suas fezes, contribuindo para a circulagcdo do mesmo no
ambiente. Em adigdo, os adultos, geralmente, assintomaticos também podem
transmitir o virus para criangas suscetiveis (RUGGERI e FIORE, 2012). Neste
contexto, deve-se considerar, ainda, a participacdo dos RV animais na
contaminagdo ambiental, o que pode favorecer a introducdo de amostras virais
atipicas na populacdo humana, comprometendo, inclusive, a eficacia das vacinas
(RUGGERI e FIORE, 2012).

Vale ressaltar que a chance de se estabelecer uma infecgéo, pela ingestao de
agua contaminada com virus entéricos, chega a ser até dez mil vezes maior do que
a exposicao similar com bactérias patogénicas (HASS et al., 1993). Em adigao, no
ambiente, estes agentes podem resistir a uma ampla variagdo de pH (pH 3 a 10) e a
extensos periodos a baixas temperaturas, podendo permanecer infectantes por até
130 dias em agua do mar, 120 dias em agua doce e esgoto e 100 dias em solo com
temperaturas de 20 a 30°C (FONG e LIPP, 2005).

Diante deste cenario e considerando o uso da agua para diversas finalidades,
pesquisas de deteccdo de virus entéricos em ambiente aquatico foram
impulsionadas, demonstrando o envolvimento destes patdégenos em surtos de
doencgas de veiculagao hidrica. Entre estes, os RV-A s&o reconhecidos como um dos

mais importantes agentes etioldgicos da doenca diarreica aguda e, portanto tem sido
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considerado para o monitoramento ambiental (MORESCO et al.,, 2012; VIEIRA et
al., 2012).

A grande questdo é que em muitos paises, incluindo o Brasil, a qualidade
microbiologica da agua é determinada exclusivamente pela contagem de indicadores
bacterianos, como coliformes termotolerantes e coliformes totais. Entretanto, o uso
destes parametros como indicadores de presenga viral na agua, vem sendo
questionado e tem se mostrado inadequado, em fungcdo das diferencas existentes
entre estes grupos de microrganismos. Diversos trabalhos demonstraram auséncia
de associagao entre contaminagado bacteriana e viral, de modo que aguas que nao
sofrem nenhum tratamento sanitario ou sofrem tratamento ineficiente, podem conter
virus, apesar de serem consideradas proprias, de acordo com os parametros
bacterianos (SKRABER et al., 2004; JIANG, 2006; ROSE et al., 2006; VILLAR et al.,
2007; MIAGOSTOVICH et al., 2008; ESPINOSA et al., 2009; FERGUSON et al.,
2012; MORESCO et al., 2012; VIEIRA et al., 2012).

No Brasil, a Resolu¢cdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
n°® 357, de 17 de Margo de 2005, dispde sobre a classificagdo dos corpos d'agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, determinando os valores limites
estabelecidos para os parametros microbioldgicos (coliformes termotolerantes) e
fisico-quimicos de qualidade da agua (CONAMA, 2005). De acordo com esta
resolucao, todas as matrizes aquaticas (doces, salinas e salobras) do territério
nacional sdo enquadradas em 13 classes distintas em fungdo de sua destinagéo
final ou segundo seu uso preponderante, sendo as aguas doces (com salinidade
igual ou inferior a 0,5%), agrupadas em 5 classes diferentes conforme apresentado
na tabela 2.

Com relagédo aos padrées microbioldgicos, a resolugdo CONAMA n°357/2005
determina que nao deve ser excedido, no parametro coliformes termotolerantes, um
limite de 200 NMP por 100 mililitros (numero mais que provavel/100 mL), em 80% ou
mais de, pelo menos, 6 amostras coletadas, durante o periodo de um ano, com
frequéncia bimestral, em agua doce enquadrada na Classe 1. Enquanto, para agua
doce de Classe 2, ndo deve ser excedido um limite de 1000 NMP/100mL, nas

mesmas condi¢des anteriores de analise (CONAMA, 2005).
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Tabela 2: Classificagdo das aguas doces, segundo Resolugéo n°357/2005 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA).

Classes Destinacao

Especial Abastecimento para consumo humano, com desinfecgéo;
Preservacao do equilibrio natural das comunidades aquaticas;
Preservacdo dos ambientes aquaticos em unidades de conservagédo de protegcao
integral,

Classe 1 Abastecimento para consumo humano, apés tratamento simplificado;
Protecao das comunidades aquaticas;
Recreacdo de contato primario, tais como natagao, esqui aquatico e mergulho,
conforme Resolugdo CONAMA n° 274, de 2000;
Irrigagédo de hortaligas que sdo consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam
rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remogao de pelicula;
Protecao das comunidades aquaticas em Terras Indigenas;

Classe 2 Abastecimento para consumo humano, apés tratamento convencional,
Protecao das comunidades aquaticas;
Recreacdo de contato primario, tais como natagao, esqui aquatico e mergulho,
conforme Resolugado CONAMA n° 274, de 2000;
Irrigagédo de hortaligas, plantas frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte
e lazer, com os quais o publico possa vir a ter contato direto;
Aquicultura e a atividade de pesca.

Classe 3 Abastecimento para consumo humano, apds tratamento convencional ou
avangado;
Irrigacéo de culturas arbéreas, cerealiferas e forrageiras;
Pesca amadora;
Recreacéao de contato secundario;
Dessedentacao de animais;

Classe 4 Navegacao;
Harmonia paisagistica;

Fonte: Resolugdo CONAMA n° 357, de 17 de Marco de 2005 (Capitulo Il, Segéo I, Artigo 4°).

Por outro lado, os limites de coliformes determinados para aguas destinadas a
balneabilidade e ao consumo humano constam respectivamente, na resolugao
CONAMA n° 274 de 29 de novembro de 2000 e na Portaria do Ministério da Saude
n°2914 de 12 de dezembro de 2011 (CONAMA, 2001; BRASIL, 2011).

Em relagdo a pesquisa de virus entéricos em mananciais aquaticos, apos a
introdugdo da vacina anti-RV-A, estudos realizados no Chile e na Nicaragua
mostraram que a detecgao de RV-A foi reduzida em comparagdo com 0s norovirus
(BUCARDO et al., 2011; O'RYAN, LUCERO e VIDAL, 2012).

No Brasil, um monitoramento realizado em uma estagao de tratamento de
esgoto no Rio de Janeiro, investigou a presenca destes virus em esgoto bruto e
tratado, visto que o primeiro pode conter particulas, que foram eliminadas por
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individuos infectados e o segundo pode conter particulas virais resistentes ao
tratamento. Os RV-A selvagem foram detectados em todas as amostras, no entanto,
nenhuma sequencia especifica do virus vacinal foi encontrada. Estes resultados
sugerem a disseminagao dos virus selvagem no ambiente, que foram eliminados em
decorréncia de uma infecgao natural e mostraram-se resistentes ao tratamento do
esgoto (FUMIAN et al., 2011).

Em conjunto, esses resultados tem fortalecido a pesquisa de agentes virais no
ambiente aquatico, que passa a ser uma importante ferramenta para avaliar o
impacto da vacinagdo na comunidade e também a qualidade da agua de acordo com

parametros virologicos.
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente, a contaminacdo de ambientes aquaticos e consequentemente
dos recursos hidricos, vem assumindo grande importancia, frente a preocupagéo
crescente com a escassez da agua. Diariamente, diferentes tipos de reservatérios
de aguas estdo sendo saturados por contaminantes das mais diversas fontes,
tornando as aguas impréprias para consumo, para o desenvolvimento de atividades
agricolas e para recreacgdo. Esta contaminagdo atinge, diretamente, a parcela da
populacdo que n&o tem acesso ao tratamento adequado de agua e efluentes,
aumentando a transmissdo de doencas de veiculacdo hidrica. Destaca-se, neste
contexto o papel desempenhado pelos virus entéricos, responsaveis pela maioria de
casos das doencas diarreicas, no mundo.

O impacto direto do processo desordenado de urbanizacdo sobre as bacias
hidrograficas tem motivado o desenvolvimento de estudos de virologia ambiental,
estimulando a realizagado de investigagbes de patdgenos virais em corpos d’agua.
No Brasil, estas pesquisas ja foram realizadas em diferentes estados, das regides
norte, sul e sudeste. Neste cenario, a inexisténcia de dados sobre a presenca de tais
virus em mananciais aquaticos no estado de Minas Gerais, motivou o
desenvolvimento do presente estudo, realizado na Bacia Hidrografica do Cdrrego
Sao Pedro (BHCSP), localizada no municipio de Juiz de Fora. Esta bacia apresenta
duas areas bem demarcadas, sendo uma delas nao urbanizada, que compreende o
reservatério de captagdo de agua da represa de Sao Pedro, o qual tem sido
ameacgado pelo assoreamento decorrente da construcdo de rodovias, em seu
entorno. A agua nesta area mais preservada da BHCSP é utilizada, também, para
criacdo de animais, irrigacao de hortalicas e frutas. Por outro lado, a bacia também
abrange uma area urbanizada que, atualmente, passa por um intenso e diferenciado
processo de expansao urbana, o qual tem comprometido seriamente a qualidade de
suas aguas, pelo langamento, in natura, de todo o esgoto doméstico, produzido nas
comunidades localizadas dentro de sua bacia de contribui¢do.

A avaliagcdo da contaminacgdo viral das aguas desta bacia € pioneira e
resultante da associagdo de metodologias de concentragdo viral e técnicas

moleculares que permitem a detecgcao de RV-A. Desta forma, sera possivel avaliar a
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disseminagcdo de RV-A neste ecossistema alertando para o possivel risco de
infecgdo pela exposicdo a agentes virais, especialmente pelo contato primario e pela

ingestao de hortaligas e frutas irrigadas com estas aguas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a presenga de RV-A em aguas superficiais da BHCSP, bem como
avaliar a influéncia de parametros microbioldgicos e fisico-quimicos de qualidade da

agua, na detecgao dos mesmos.

4.2 Objetivos especificos

e Detectar RV-A nos concentrados obtidos a partir das amostras de agua
coletadas na BHCSP, ao longo do estudo, avaliando a sensibilidade das
técnicas utilizadas na investigagcao da presenca do virus.

e Verificar a influéncia da area da BHCSP e da época em que foram realizadas
as coletas, na deteccgéo e quantificacido de RV-A.

e Avaliar se houve associagao/correlagao entre os parametros microbiolégicos
e fisico-quimicos, oficialmente utilizados para determinar a qualidade da

agua, e a deteccao/quantificacdo de RV-A.
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5 METODOLOGIA E ESTRATEGIAS DE AGAO

5.1 Area de estudo

Este trabalho foi realizado na cidade de Juiz de Fora, situada na Zona de
Mata Mineira, com uma populacdo de, aproximadamente, 516 mil habitantes. Em
entrevista recente, o chefe do Departamento de Articulagédo e Integragao de Politicas
Setoriais, da Secretaria de Planejamento e Desenvolvimento Econdmico do
municipio, Heber de Souza Lima, declarou que, 90% do esgoto gerado na cidade
sao despejados, diretamente no Rio Paraibuna, sem qualquer tipo de tratamento,
embora haja duas estagbes de tratamento de esgoto em funcionamento na cidade
(VALENTE, 2012).

O clima é tropical de altitude, apresentando duas épocas bem definidas: a
seca (maio a setembro) que apresenta temperaturas mais baixas e menores indices
pluviométricos e a umida (outubro a abril) que apresenta temperaturas mais
elevadas e maiores precipitacdes pluviométricas (UFJF, 2012).

A BHCSP é uma das 156 sub-bacias que drenam a area urbana de Juiz de
Fora. Esta localizada na regidao sudoeste da cidade e apresenta uma importante
amplitude altimétrica, que varia desde os 1.077m no Pico da Grota até os 680m de
sua foz no Rio Paraibuna. Em sua area total de 29,84Km? estdo inseridas, total ou
parcialmente, varios bairros, como Borboleta, Morro do Imperador, Nossa Senhora
de Fatima, Sao Pedro, Cruzeiro de Santo Antdnio, Nova Califérnia, Novo Horizonte,
Aeroporto, Fabrica, Santa Catarina, Vale do Ipé, Mariano Procépio e Jardim Gldria,
com uma populacdo de aproximadamente 31.400 habitantes (MACHADO, 2010).
Devido a sua significativa heterogeneidade interna, a BHCSP ¢é divida em trés sub-

bacias, designadas A, B e C (Figura 6).
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Figura 6: Localizacdo da Bacia Hidrografica do Cérrego Sdo Pedro (BHCSP), indicando suas sub-
bacias (Adaptado de LATUF, 2004).

A sub-bacia A ocupa uma area de 12,98 Km?, que corresponde as areas de
nascentes da bacia e compreende a represa de Sao Pedro, também conhecida
como Represa dos Ingleses ou Cruzeiro de Santo Antdnio. Estende-se da nascente
do Cérrego Sdo Pedro até a barragem da represa, constituindo a bacia de
contribuicdo desse manancial (LATUF, 2004).

A represa de Sao Pedro esta localizada a aproximadamente 8 km de distancia
da malha urbana da cidade e possui um espelho d’agua de 0,04 Km?. Este
manancial represa e regulariza as aguas dos Corregos Sao Pedro e Grota do Pinto
(MACHADO, 2010), de modo que a estagao de tratamento de agua instalada neste
local produz cerca de 120 litros de agua por segundo, respondendo pelo
abastecimento de 8% da populagéo urbana da cidade (CESAMA, 2012).

Nesta sub-bacia a densidade de ocupacédo humana € baixa, caracterizando-
se como uma area nao urbanizada, mas, ainda assim, a especulagao imobiliaria
encontra-se em alta, devido ao facil acesso ao centro da cidade, a proximidade da
Rodovia BR040 e do Centro de Convengdes Expominas BR 040, baixo preg¢o do
solo inicialmente e dos atrativos naturais, como vegetagcdo ainda protegida e clima
mais ameno. (MACHADO, 2010). No entanto, as obras de construcdo da rodovia
BR040, também tiveram um efeito negativo, uma vez que, a movimentacdo de
terras, cortes e aterros impactaram diretamente a represa, ao gerar processos
erosivos e consequente aumento do assoreamento, que reduziu, substancialmente,
a capacidade armazenadora deste manancial (MACHADO, 2010). Do mesmo modo,
a construgdo da rodovia BR440, com objetivo de interligar a BR040 a BR267,



50

reforcou a preocupacao dos ambientalistas em relagdo a este impacto e, embora,
recentemente, a obra tenha sido paralisada por ordem do Tribunal de Contas da
Uniédo, a viabilidade desta represa permanece ameagada (BR440, 2012).

As sub-bacias B e C encontram-se em area urbanizada. A sub-bacia B
estende-se da barragem da Represa de Sao Pedro até o inicio da Cachoeira do Vale
do Ipé (exclusive), abrangendo uma area de 12,08Km?2. Uma caracteristica marcante
desta area é o contraste socioeconémico, onde convivem lado a lado, bairros
antigos e consolidados, habitados por populagdo de baixa renda e condominios
fechados, voltados para uma populacdo de alta renda. Nesta sub-bacia encontra-se
o Campus da UFJF, o que contribuiu de forma decisiva, para a ocupacao desta area
(MACHADO, 2010).

A sub-bacia C se estende do alto da Cachoeira do Vale do Ipé (inclusive) até
a foz do Cadrrego de Sao Pedro, no Rio Paraibuna, ocupando uma area de 4,78Km?.
Esta queda de agua é um grande marco divisor desta bacia, isolando a Cidade Alta
da Cidade Baixa, cujo desnivel, de aproximadamente 84 metros, é vital para a
reoxigenagao das aguas do Corrego de Sao Pedro (LATUF, 2004).

De um modo geral, a BHCSP é cortada pela rodovia BR-040 e pela
aglomeragao urbana, que se intensifica sentido a sua jusante, de tal forma que,
41,85% de sua area total, ja apresenta ocupacgao urbana. A existéncia de varios
nucleos habitacionais implantados e em expansao compromete, sanitariamente, esta
bacia, que sofre com a ocupagdo e uso desordenado do solo, urbanizagéo
crescente, desmatamentos e utilizagdo, sem critérios técnicos, para as construgcdes
as margens do manancial (MACHADO, 2010).

De acordo com a Deliberacdo Normativa do Conselho Estadual de Politicas
Ambientais (COPAM) n°16 de 24 de setembro de 1996, as aguas da BHCSP foram
enquadradas, da nascente até o ponto de captacdo de agua da represa de Sao
Pedro, como Classe 1 (COPAM, 1996). Os pontos a jusante da represa, entretanto,
foram classificados, como Classe 2, segundo o artigo 42 da Resolugao CONAMA n°
357/2005, que afirma que enquanto nao forem aprovados o0s respectivos
enquadramentos, as aguas doces serao consideradas de classe 2. Considerando
esta classificacdo, os valores obtidos nos parametros microbiolégicos e fisico-
quimicos analisados foram comparados aos padroes de qualidade das aguas
estabelecidos para cada substancia em cada classe, conforme resolugdo CONAMA
n°357/2005.
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5.2 Coletas

Para a realizagao deste trabalho foram escolhidos oito pontos de amostragem
de modo a representar toda a bacia, buscando avaliar a influéncia da urbanizacao
na deteccdo de RV-A (Figura 7A). Todos os pontos foram georreferenciados,
utilizando-se o navegador Garmin® e Trex Legend® HCx (Figura 7B).

Os pontos de 1 a 4 estdo localizados na area nao urbanizada (sub-bacia A),
sendo que os pontos 1 (Cdrrego Grota do Pinto) e 2 (Corrego de Sao Pedro) estdo
localizados a montante da represa, bem proximos as nascentes, enquanto os pontos
3 e 4, encontram-se no reservatério da represa, sendo o primeiro no espelho d’agua
(regido central) e o ultimo no ponto de captacdo. Na area urbanizada, onde pode ser
observado o langamento de esgoto doméstico, in natura, os pontos 5 e 6

representam a sub-bacia B, enquanto os pontos 7 e 8 correspondem a sub-bacia C.
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Figura 7A: Distribuicdo dos pontos de coleta na Bacia Hidrografica do Cérrego Sao Pedro (BHCSP)
(Adaptado de LATUF, 2004).
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Figura 7B: Mapa geografico da Bacia Hidrografica do Corrego Séo Pedro, localizada no municipio de Juiz de Fora, MG, com destaque para os pontos de
coleta georreferenciados. Fonte: Google Earth. Fotos: Andréssa e Maria Luzia, 2011.
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Foram realizadas seis coletas na BHCSP, distribuidas de julho de 2011 a
maio de 2012, com o objetivo de averiguar a influéncia da pluviosidade na detecgéo
viral, uma vez que as chuvas aumentam o volume de agua nos rios, podendo
interferir na quantidade de particulas virais presentes nestes corpos hidricos.

A ordem de amostragem nos pontos foi, previamente, planejada, buscando
seguir dos pontos de “4gua mais limpa” para os de “agua mais suja”. Um unico
balde foi utilizado para as coletas, sendo que, em cada ponto o mesmo foi rinsado
com agua do local, antes de ser colhido o volume total de agua para as aliquotas
necessarias aos experimentos. De cada ponto foram utilizados 2L de agua
superficial para concentragdo, 100 mL para analise de parametros microbiolégicos
(contagem de coliformes termotolerantes) e 100 mL para a determinagéo laboratorial
de parametros fisico-quimicos de qualidade da agua, como cloreto, dureza, ferro,
fosforo e nitrogénio amoniacal. No momento da coleta foram mensurados os
parametros condutividade, pH, salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido, cloro
livre e turbidez.

Para determinar a eficiéncia do método de concentragao utilizado, a
recuperacdo de RV-A foi determinada em amostras representativas das areas nao
urbanizada (Represa — ponto 4) e urbanizada (Foz — ponto 8). Assim, em cada um
destes pontos foi obtida mais uma aliquota de 4L de agua, colhida, especificamente,
para esta finalidade. Neste experimento, 2L de agua foram contaminados com 50 uL
de uma suspenséo fecal positiva para RV-A, contendo titulo de 6,39 X 10" cépias de
genoma (cg), previamente determinado pela reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QPCR). Os outros 2L foram utilizados para controle negativo, logo sem a

adigao da suspensao viral.

5.3 Concentragao viral

Para investigar a presenga de RV-A, as aliquotas de 2L de agua, acima
citadas, foram filtradas e concentradas no Laboratorio de Analise de Residuos da
EMBRAPA Gado de Leite de Juiz de Fora, de acordo com a metodologia de
adsorcao e eluicdo dos virus em membrana carregada negativamente, descrita por

Katayama, Shimasaki e Ohgaki (2002), conforme a figura 8.
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Tratamento do

Agua: i Clarificacéo: b filtrado:
aliquota 2L Filtracdo com AP20 pH 3,5 e MgCl,
L [5mM]

\ 4

Eluigao - 15mL: Tratamento Adsorgdo:
NaOH 3mM q acido: g Membrana HAWP
L pH10,5-10,8 H,SO, 5mM pH 3,0 0,45pm

™1

Neutralizagao:

Reconcentracao: Concentrado:
H.50, 50mM e TE b Dispositivo i _
= 00X CENTRIPREP =2mL

L

Figura 8: Fluxograma com as etapas realizadas para concentragao viral.

Inicialmente, a amostra foi clarificada para remogao dos residuos grosseiros,
por filtracdo com pré-filtro AP-20° (membrana de 142 mm de diametro, malha
MiIIipore®), utilizando um Sistema de Filtragéo MiIIipore®, constituido por uma bomba

de vacuo, um recipiente de pressao e um suporte para membrana (Figura 9).

Figura 9: Sistema de filtragao MiIIipore®. 1 - Bomba de vacuo com mandmetros; 2 - Recipiente de
pressao; 3 - Suporte de membranas.
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Ap0s a clarificagdo, o pH da amostra foi ajustado em 3,5 com acido cloridrico
(HCI) 6 N, seguido da adicdo de 5 mL de uma solugdo de cloreto de magnésio
(MgCl2) 2 M (concentragao final 5 mM). Esta etapa é muito importante para o
sucesso da etapa posterior, visto que o pH acido e a presenca do cation divalente
(Mg®*) atuam sobre as particulas virais, carregando-as positivamente.

Na sequéncia, a amostra foi filtrada em membrana HAWP carregada
negativamente (142 mm de didametro, malha de 0,45 pm, MiIIipore®). Esta etapa
proporcionou a adsor¢ao da particula viral carregada positivamente a membrana de
carga negativa, enquanto o filtrado, contendo a agua, supostamente, livre de virus,
foi descartado.

A membrana HAWP foi rinsada com 350 mL de uma solugcdo de acido
sulfurico (H2SO4) 5 mM (pH 3,0), para manter o pH na faixa acida e assegurar a
retencao das particulas virais, uma vez que os cation divalentes foram lavados na
etapa anterior. Em seguida, a membrana HAWP foi colocada numa placa de Petri
contendo 15 mL de hidréoxido de soédio (NaOH) 3 mM (pH 10,5-10,8) e
homogeneizada por 10 minutos, para eluicdo das particulas virais adsorvidas,
possibilitando a concentragdo viral. Em pH basico as particulas virais ficam
carregadas negativamente e, por repulsdo, se desligam da membrana carregada
negativamente.

A suspensao obtida (15 mL), contendo as particulas virais, foi transferida para
um dispositivo de concentracdo Centriprep® YM 50 (Millipore) (Figura 10) e
neutralizado com 50 pyL de H,SO4 50 mM e 50 uL de tampao Tris-EDTA 100x (pH
8,0). Posteriormente, este dispositivo foi centrifugado a 3000 rotagées por minutos
(rpm) por 10 minutos a 4°C (Centrifuga Sorvall RC 5B Plus, DuPont, EUA; Rotor

Sorvall GSA, r=155mm), para obten¢ao de um volume final de 2 mL.

/2

%

.

Figura 10: Concentrador Centriprep® YM-50, Millipore®.
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5.4 Detecgao de rotavirus do grupo A

5.4.1 Extrag&o do acido nucléico

Todos os concentrados obtidos na etapa anterior foram submetidos a técnica
de extracdo do acido nucléico, segundo a metodologia descrita por Boom e
colaboradores (1990). Para tanto, nos microtubos identificados, foram adicionados
400 pL do concentrado de agua, 1 mL de tampéo de lise (L6) e 20 pyL de suspenséo
de silica. Em seguida, esses microtubos foram submetidos ao processo de agitagéo
por 30 minutos a 110 rpm em agitador de Kline (Modelo 108/2, Nova ética). Logo
apos, foram realizadas lavagens sucessivas do sedimento, com tamp&o de lavagem
(L2), etanol 70% e acetona padrdao primario (P.A.), sempre descartando o
sobrenadante apods centrifugacédo a 13.000 rpm por 1 minuto a 4°C (Jouan CRS3i
Multifunction Centrifuge, Thermo Electron Corporation; AC 2.14 Microvolume Rotor,
raio=84mm). Apds a ultima lavagem, os microtubos foram aquecidos por 15 minutos
a 56°C e acrescido de 60 uL de agua livre de DNAse e RNAse, passando por novo
aquecimento (56°C/15minutos). O sobrenadante contendo o RNA total foi recolhido,
apos centrifugagdo a 14.000 rpm por 3 minutos (Jouan CR3i Multifunction
Centrifuge, Thermo Electron Corporation; AC 2.14 Microvolume Rotor, raio=84mm)
e, posteriormente, estocado a -20°C.

Em todos os experimentos de extragdo foram utilizados controles positivo e
negativo. Como controle positivo, utilizou-se a suspensao fecal JF43A positiva para
RV-A, previamente, sequenciada. O controle negativo, por sua vez, foi realizado com
adicdo de agua livre de DNAse e RNAse. Para garantir que nao houveram
contaminagdes, o RNA extraido destes controles foram submetidos a reacédo de

sintese de cDNA, e posteriormente, a amplificagdo por PCR.
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5.4.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese do cDNA, o sobrenadante contendo o RNA total foi submetido
a reacao de RT-PCR, utilizando-se iniciadores aleatorios (Invitrogen, EUA), como
descrito a seguir. Em microtubos de 0,2 mL, 10 yL de RNA extraido foram
adicionados a 2 yL de dimetil sulféxido (DMSO) e, posteriormente, incubados a 97°C
por 7 minutos para desnaturacao, seguida de resfriamento a 4°C por 2 minutos. Na
sequéncia, os microtubos foram adicionados de 38 yL da mistura de reagentes
(Quadro 2) e submetidos ao programa: 25° por 5 minutos, 50° por 1 hora e 70°C por
20 minutos. Ao final, o cDNA obtido foi armazenado a -20°, até o momento da

reacao em cadeia da polimerase (PCR).

Quadro 2: Reagentes utilizados na reagao da transcrigdo reversa para a sintese de cDNA a partir do
RNA total extraido.

Reagentes Volume (L)
Agua livre de DNAse/RNAse * 20,9
Tampao de PCR sem MgCI, (10X) *1 5,0
dNTP (2,5mM) *? 4,0
MgCl, (50mM) *' 1,5
RT Superscript 1l (200U/uL) *' 1,0
Random Primer (25U)*' 4,0
DTT (100mM) *' 1,0
RNAse out (40U/pL) * 0,6
Total 38,0

* Life Technologies®, Califérnia, EUA; *1 Invitrogen®,
Califérnia, EUA; * Promega®, Madison, EUA.

5.4.3 Amplificacao parcial do gene que codifica para a proteina VP6 de rotavirus do

grupo A

A presenca de RV-A foi investigada pela PCR convencional (cPCR), de
acordo com o protocolo estabelecido por lturriza-Gémara e colaboradores (2002),
para a amplificacao parcial do gene que codifica a proteina VP6 (Quadro 3). Em

todos os experimentos foram empregados controles positivo e negativo. Como
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controle positivo, utilizou-se o cDNA proveniente da amostra fecal JF43A positiva
para RV-A, previamente, sequenciada. O controle negativo, por sua vez, foi

realizado com adi¢ao de agua livre de DNAse e RNAse.

Quadro 3: Sequéncia de iniciadores de cadeia utilizados na cPCR para amplificagdo parcial do gene
que codifica para a proteina VP6 de rotavirus do grupo A.

Nucleotid S énci
Proteina alvo | Iniciadores (pl:,::;;; -e:; Fragmento (pb) e?slgr,\)c '
VPG VP6 - F (+) 747 — 766 379 gac ggv gcr act aca tgg t*
VP6 - R (-) 1126 — 1106 gtc caa ttc atn cct ggt gg*

* Codigo IUB (Unido Internacional de Bioquimica): N = A/IC/G/T, R = A/G, V = G/A/IC

Para a reacao, 3 uL de cDNA foram adicionados a 22 uL da mistura da reacao
(Quadro 4), a seguir submetidos ao programa de desnaturagéo inicial de 94°C por 2
minutos; 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, hibridizagdo dos
iniciadores de cadeia a 58°C por 30 segundos e amplificagdo a 72°C por 1 minuto,

finalizando com extensao a 72°C por 7 minutos.

Quadro 4: Reagentes utilizados na cPCR para detec¢ao do gene que codifica para a proteina VP6 de
rotavirus do grupo A.

Reagentes Volume (L)
Agua livre de DNAse/RNAse * 14,125
Tampao de PCR sem MgCI, (10X) *1 2,5
dNTP (2,5mM) *? 2,0
MgCl, (50mM) *' 1,25
Iniciadores VP6-F e VP6-R (pool 20pL) *3 2,0
Taq Polimerase Platinum (5U/uL) *' 0,125
Total 22,0

* Life Technologies®, Califérnia, EUA; *1 Invitrogen®, Califérnia,
EUA; *2 Promega®, Madison, EUA; *3 Eurofins MWG Operon®,
Ebersberg, Alemanha.
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5.4.4 Nested PCR do gene que codifica para a proteina VP6 de rotavirus do grupo A

Para aumentar a sensibilidade de deteccdo de RV-A, os produtos obtidos no
cPCR, a partir de todos os concentrados, foram a seguir utilizados como molde, na
reacdo de Nested PCR. Esta etapa foi realizada de acordo com o protocolo
estabelecido por Gallimore e colaboradores (2006), utilizando iniciadores especificos
(Quadro 5), que hibridizam em sequéncias internas dos produtos obtidos no cPCR,
dando origem a fragmentos menores de DNA.

Controles positivo e negativo foram empregados em todos os experimentos,
utilizando-se a amostra fecal JF43A, como controle positivo para RV-A e a agua livre

de DNAse e RNAse, como controle negativo.

Quadro 5: Sequéncia de iniciadores de cadeia utilizados na Nested-PCR para amplificacao parcial do
gene que codifica para a proteina VP6 de rotavirus do grupo A.

Sequénci
Proteina alvo | Iniciadores | Fragmento (pb) e?sljzr’\)c '
VP6 - NF (+ cw aga aat ttt gat aca*
VP6 ) 155 g g d
VP6 - NR (-) gat tca caa act gca ga

*Caodigo IUB (Uni&o Internacional de Bioquimica): W = A/'T

Em microtubos de 0,2 mL, 1 pL do produto obtido na reacdo de cPCR foi
adicionado a 49 pL da mistura da reagao de Nested PCR (Quadro 6). Os mesmos
foram submetidos ao programa de desnaturacéo inicial de 94°C por 5 minutos;
seguido de 35 ciclos de desnaturagdao a 94°C por 30 segundos, hibridizacdo dos
iniciadores de cadeia a 42°C por 30 segundos e amplificacdo a 72°C por 30

segundo, finalizando com extensao a 72°C por 5 minutos.
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Quadro 6: Reagentes utilizados na Nested-PCR para detecgdo do gene que codifica para a proteina
VP6 de rotavirus do grupo A.

Reagentes Volume (pL)
Agua livre de DNAse/RNAse * 35,3
Tampéao de PCR sem MgClI, (10X) *1 5,0
dNTP (2,5mM) ** 4,0
MgCl, (50mM) *' 2,5
Iniciadores VP6-NF e VP6-NR (pool 20uL) *3 2,0
Taq Polimerase Platinum (5U/uL) *' 0,2
Total 49,0

* Life Technologies®, California, EUA; *' Invitrogen®, California, EUA;
*2 Promega®, Madison, EUA; ** Eurofins MWG Operon®, Ebersberg,
Alemanha.

5.4.5 Analise dos produtos por eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese (100 volts por 1
hora) em gel de agarose a 1,5% (Promega® Madison, EUA), incorporado com
solucdo de brometo de etidio (0,5ug/mL — Sigma Aldrich®, Brasil), utilizando-se uma
cuba horizontal (HMEDI 10-BUV, Biosystems®) com tamp3o Tris-Borato EDTA (TBE)
1X, pH 8,4.

Em cada poco, foram aplicados 10 uL do produto da reagdo, somados a 2 uL
do corante blue orange loading dye (Promega® Madison, EUA). Como referéncia
para o tamanho do produto foi utilizado um padrdo de tamanho de DNA de 100 pb
(Life Technologies®, Califérnia, EUA).

Os produtos obtidos foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta
(GE HEALTH CARE, UNITED KINGDON) e o registro feito em sistema de captura
de imagem (IMAGE QUANT 100 — GE HEALTH CARE, UNITED KINGDON), para
posterior analise. Foram consideradas positivas, as amostras que apresentaram
produtos com, aproximadamente, 379pb na cPCR e 155pb na Nested PCR.
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5.5 Quantificagao de rotavirus do grupo A

Para a determinacédo da carga viral, todos os concentrados de agua obtidos
foram submetidos a técnica de PCR em tempo real (QPCR), conforme descrito por
Zeng e colaboradores (2008), utilizando-se oligonucleotideos iniciadores para
amplificagdo parcial do gene que codifica a proteina viral ndo estrutural NSP3
(Quadro 7). Além de quantificar, esta técnica, por ser mais sensivel, pode detectar a
presenga de uma quantidade menor do genoma, ndo detectada nas técnicas

anteriormente utilizadas.

Quadro 7: Sequéncia de iniciadores de cadeia e sonda, utilizados na qPCR para amplificagéo parcial

do gene que codifica para a proteina ndo estrutural NSP3 de rotavirus do grupo A.
Proteina _ Nucleotideos Fragmento Sequéncia
Iniciadores . <
alvo (posicao - pb) (pb) (5’-3")
NSP3 - F (+) 963 - 988 acc atc twc acr tra ccc tct atg ag*
NSP3 NSP3 - R (-) 1028 - 1049 87 ggt cac ata acg ccc cta tag c
Sonda NSP3 995 - 1017 VIC-agt taa aag cta1aca ctg tca
aa-MGB

*Cddigo IUB: R = A/IG, W = A/T. 'Sonda marcada com fluoréforo VIC e bloqueada pelo grupo MGB (Minor
Groove Binder).

O quadro 8 apresenta a mistura da reacao de qPCR, que foi submetida ao
seguinte programa: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido de 45 ciclos a
95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. O sistema utilizado foi o TagMan da
Applied Biosystems e as amostras foram aplicadas em duplicatas, em uma
microplaca de 96 cavidades (MicroAmp®, Applied Biosystems, Califérnia, EUA),
usando a plataforma ABI (Applied Biosystem, Califérnia, EUA). Esta etapa foi
desenvolvida em parceria com o Laboratoério de Virologia Comparada e Ambiental da
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), no Rio de Janeiro.
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Quadro 8: Reagentes utilizados no qPCR para amplificagao parcial do segmento que codifica para a
proteina NSP3 de rotavirus do grupo A.

Reagentes Volume (pL)
Agua livre de DNAse/RNAse * 5,0
TagMan Universal PCR Master Mix o 12,5
Iniciador NSP3-F (10pM) *? 1,0
Iniciador NSP3-R (10uM)** 1,0
Sonda NSP3 FAM-MGB (0,5uM)*’ 0,5
cDNA 5,0
Total 25,0

*

Life Technologies®, Califérnia, EUA; *' Applied
Biosystems, EUA; *2 Eurofins MWG Operon®, Ebersberg,
Alemanha.

5.5.1 Determinagao da eficiéncia do método de concentragao viral

Apos a contaminacéo de aliquotas representativas das areas n&o urbanizada
(Ponto4) e urbanizada (Ponto 8) com 50uL de suspensao fecal positiva para RV-A,
contendo 6,39 X 107 cépias de genoma, as mesmas foram submetidas ao protocolo
de concentracdo viral. Os concentrados obtidos foram extraidos e empregados na
sintese de cDNA, que por sua vez, foram utilizados na reagdo de gPCR para
finalizar o experimento de determinagcédo da eficiéncia do método de concentragao
viral.

O calculo do percentual de recuperacdo foi realizado comparando-se o
numero de copias gendmicas de RV-A inoculadas e recuperadas. Como os
resultados de qPCR s&o reportados em cépias por reacao, foi necessario utilizar a
seguinte formula matematica para converter o resultado no numero exato de copias

inoculadas e recuperadas:

N copias total = (N cépias/reagao X [VchNA/ VcDNA]) X (VfRNA/ VRNA) X (V totaI/ Vext)

Onde:
* V tta= vVolume total da amostra (50uL para o calculo do n° de coépias do
genoma de RV-A no inoculo e 2000 uL para o calculo do n° de cépias do genoma de

RV-A no concentrado de agua)
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* V o= volume de amostra submetido a extracdo de RNA (400uL)

* Vfrna= volume final de RNA extraido (60pL)

* Vrna= volume de RNA aplicado na reagéo de cDNA (10uL)

* Vf.ona= volume final da reacdo de cDNA (50uL)

* Vcona= Volume de cDNA aplicado na reagédo de qPCR (5uL)

* N copiasireacao= NUMero de copias por reagdo obtido pelo gPCR (valor bruto)

* N cpias total = NUMero de copias total inoculado ou recuperado

O percentual de recuperacdo, que avalia a eficiéncia do método de
concentragao viral, foi calculado a partir do numero total de cépias do genoma,

inoculadas e recuperadas, utilizando-se a férmula abaixo:
% Recuperagéo: N copias recuperadas X100/N copias inoculadas

Onde:
* N copias recuperadas = NUMero total de copias do genoma de RV-A recuperadas
* N copias inoculadas = NUMero total de copias do genoma de RV-A inoculadas

* % Recuperacgéao = percentual de recuperagdo do método

5.6 Determinagao dos parametros microbiolégicos

A analise de coliformes termotolerantes foi realizada em parceria com o
Laboratério de Analises de Agua da Faculdade de Farméacia da Universidade
Federal de Juiz de Fora. Para esta finalidade, as aliquotas de agua, coletadas em
frascos apropriados, foram mantidas refrigeradas e encaminhadas, no mesmo dia da
coleta. No laboratério responsavel foram processadas, de acordo com os métodos
padrdes estabelecidos para analise de agua (APHA, 2005), sendo os resultados

expressos em NMP/100mL.
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5.7 Determinacao dos parametros fisico-quimicos

Uma parte dos parametros fisico-quimicos investigados foi mensurada no
momento da coleta. As medidas de condutividade, pH, salinidade e temperatura
foram obtidas por meio da Sonda Multiparametro HI9828 (Hanna Instruments,
Noruega); o oxigénio dissolvido, segundo metodologia descrita por Hermes e Silva
(2004) utilizando-se o Ecokit (Alfakit, Brasil); o cloro livre, por meio do fotocolorimetro
portatil (Medidor de cloro livre - AlfaKit, Brasil) e a turbidez, utilizando-se o
turbidimetro (Turbidimetro Plus — AlfaKit, Brasil).

No Laboratério de Analise de Residuos da Embrapa Gado de Leite - Juiz de
Fora, no mesmo dia da coleta, foram realizadas as andlises de cloreto, dureza, ferro,
fésforo e nitrogénio amoniacal nas aliquotas de agua colhidas, exclusivamente, para

esta finalidade. Para estas analises, também foi utilizado o Ecokit.

5.8 Analise estatistica

Os dados obtidos (deteccdo e quantificacdo de RV-A, parametros
microbiolégicos e fisico-quimicos, época de coleta e area de coleta) foram
armazenados em um banco de dados criado no programa SPSS (versao 13.0). A
partir deste, foi realizada estatistica descritiva com calculos de média + desvio-
padréo e valores minimo e maximo.

Para verificar a existéncia de associacao entre a detecgcao de RV-A e a area
de coleta (ndo urbanizada e urbanizada) foi realizado o teste qui-quadrado (x%) com
correcao de Yates, considerando valores de p < 0,05, como significativo. O mesmo
foi realizado para avaliar a associagao entre a detecgcédo deste virus e a época de
coleta (seca ou umida).

Os resultados de deteccao de RV-A nos concentrados obtidos, utilizando as
técnicas de cPCR e gqPCR, também foram comparados pelo teste acima citado. Em
adicdo, a associagao da carga viral com a area e a época de coleta foi verificada

pelo teste de Mann Whitney.
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A analise dos parametros microbiolégicos e fisico-quimicos foi realizada
considerando-se a legislagdo em vigor, referente a qualidade da agua. Para tanto, o
teste de x° com correcido de Yates foi utilizado, também, para verificar a associagéo
entre a deteccdo de RV-A e o fato da amostra estar dentro ou fora dos limites
indicados na Resolugdo CONAMA n°357 (CONAMA, 2005). Assim, esta analise foi
realizada, apenas para alguns parametros, cujos valores limites sdo determinados
na legislagdo, como coliformes termotolerantes, ferro, fosforo, oxigénio dissolvido,
nitrogénio amoniacal, pH e turbidez, conforme descrito no quadro 9.

Para aqueles parametros fisico-quimicos que apresentam limite estabelecido
na legislacédo, mas para os quais, as amostras analisadas estiveram todas dentro
(salinidade, cloreto) ou todas fora (cloro) destes limites, bem como para os
parametros que nao possuem valores determinados na legislagdo (temperatura da
agua, condutividade e dureza), foram feitas analises de correlagdo com a carga viral,
utilizando-se o teste de correlacdo de Pearson, sem considerar a classificacdo do

corpo hidrico.

Quadro 9: Valores limites estabelecidos para os parémetros abaixo relacionados, nas aguas de
classes 1 e 2, pela Resolugdo n°357/2005 do Conselho Nacional do meio Ambiente (CONAMA).

Parametros avaliados Classe1 | Classe 2
Cloreto (mg/L) 250
Cloro (mg/L) <0,01
Coliformes termotolerantes (NMP/100mL) < 200 < 1000
Ferro (mg/L) 0,3
Fésforo (mg/L) 0,1
Oxigénio dissolvido (mg/L) >6 >5

3,7 para pH £7,5
20para7,5<pH<8,0
pH entre 6,0 € 9,0
Salinidade (%) <0,5%
Turbidez (UNT) <40,0 <100

Nitrogénio amoniacal (mg/L)
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6 RESULTADOS

Para detectar a presenca de RV-A e determinar sua quantificagcdo, foram
analisados, em primeiro lugar, os ensaios experimentais realizados para avaliar a
eficiéncia do método de concentragao viral (Tabela 3). Os resultados mostraram um
percentual de recuperacao de 2,2% na amostra representativa da area urbanizada e

3,9%, na nao urbanizada.

Tabela 3: Eficiéncia do método de concentragéo viral na detec¢ao de rotavirus do grupo A.

RV-A
Amostra de agua — —
analisada Copias de genomas  Copias de genomas Taxa de
inoculadas recuperadas Recuperacao (%)

Area ndo
urbanizada 2,50 X 10° 3,9

(Ponto 4) 6,39 X 10’

Area urbanizada
1,38 X 10° 2,2
(Ponto 8)

6.1 Deteccao e quantificagao de rotavirus do grupo A

Os RV-A foram detectados em 62,5% (30/48) dos concentrados analisados,
considerando-se os resultados obtidos pelas técnicas de cPCR, Nested PCR e
gPCR (Figura 11). Pela cPCR foram detectadas 29,1% (14/48) de concentrados
positivos e todos foram confirmados pela Nested PCR. No entanto, a utilizacdo da
técnica de qPCR permitiu a detecgao de RV-A em um numero, consideravelmente,
maior de concentrados (60,4% = 29/48), mostrando ter sido a técnica mais sensivel

(p = 0,001), dentre as utilizadas neste estudo.
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Total = 48 concentrados

Negativos =18 concentrados

Figura 11: Deteccdo de rotavirus do grupo A nos 48 concentrados obtidos, utilizando-se as
metodologias de PCR convencional, Nested PCR e PCR em tempo real.

Os resultados de detecgcdao de RV-A, por area, ponto e época de coleta
(Tabela 4), mostraram que na area n&o urbanizada, 16,7% (08/48) dos concentrados
foram positivos, sendo 10,4% (05/48) detectados no reservatério da represa de Sao
Pedro (pontos 3 e 4). Na area urbanizada, a deteccdo de RV-A foi mais expressiva
(22/48 = 45,8%), com destaque para os pontos 5 e 8 (06/48 = 12,5%), nos quais
todos os concentrados foram positivos para este virus. A analise estatistica mostrou
uma associagao significativa entre a deteccdo de RV-A e a area de coleta (p <
0,001), entretanto, no que diz respeito a época das coletas, os resultados mostraram
que concentrados positivos para RV-A foram detectados tanto na época seca
(27,1% = 13/48) quanto na época umida (35,4% = 17/48), sem diferenca

estatisticamente significativa entre ambas (p = 0,371).
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Tabela 4: Detecgdo de rotavirus do grupo A nos concentrados obtidos na Bacia Hidrografica do
Cérrego Séao Pedro, por area, ponto e época de coleta.

Periodo de coleta

] Pontos : - — Positivas/Total
Areas de Epoca Seca Epoca Umida (%)
coleta “Maio Julho Agosto Dezembro Fevereiro Abril
© 1 - + - + + - 03/48 (6,25%)
o o
WM © Sub- 2 _ - - - - - -
Y bacia
88 A 3 : + ; + + - 03/48 (6,25%)
<5 4 ] ] _ + + - 02/48 (4,2%)
Sub- 5 + + + + + + 06/48 (12,5%)
©  bacia
o8& B 6 + * - + ¥ +  05/48 (10,4%)
O
<§ Sub- 7 + + + - + +  05/48 (10,4%)
5 bacia
o} 8 + + + + + +  06/48 (12,5%)
Positivas/Total (%) 13/48 (27,1%) 17/48 (35,4%) 30/48 (62,5%)

Na tabela 5 podem ser observados os dados da carga viral por area, ponto e
época do ano. Um numero maior de copias do genoma foi encontrado na area
urbanizada, tendo sido observada uma associacgao significativa entre a carga viral e
a area de coleta (p < 0,001). No entanto, 0 mesmo nao foi observado com relagéo a
carga viral e a época da coleta (p = 0,297), de modo que, o volume maior ou menor

de agua, proveniente das chuvas, nao influenciou na carga viral.

Tabela 5: Carga viral dos concentrados positivos para rotavirus do grupo A por area, ponto e época
de coleta.

Carga viral (cg/L*)

Pontos

Area Epoca Seca Epoca Umida
de coleta
Maio Julho Agosto Dezembro Fevereiro Abril

© 1 - 2,19 X 10° - 565X 10°  1,53X10° -
Q2
28 2 : : : : : :
5 3 - 6,27 X 10° - 1,72 X 10° - -
< =

S 4 - - - 7,44X10° 561X 10° -

© 5 1,75X 10" 8,95X10° 1,92X10° 832X10° 2,16X10° 2,92X 10

©
o g 6 1,49X 10 3,09X10° - 7.77X10°  1,66X10° 1,54 X 10"
< § 7 474X 10> 3,41X10° 2,67 X 10° - 2,32X10* 1,78 X 10*

5 8 2,59X10° 6,70X10*> 3,76 X10° 546X 10° 6,36X10* 1,16 X 10*

* Carga viral = numero de copias do genoma por litro (cg/L)
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6.2 Parametros microbiolégicos

Os valores de coliformes termotolerantes, determinados em todas as
amostras obtidas, ao longo do estudo, estdo apresentados na tabela 6, com
destaque, em amarelo, para os pontos em que foram detectados RV-A. A contagem
de coliformes foi limitada ao valor de 1600 NMP/100mL em razdo da alta
concentragdo dos mesmos na amostra. Entretanto, o laboratério terceirizado para a
realizagédo desta etapa do trabalho, ndo considerou a realizagdo de uma metodologia

capaz de indicar o numero exato destes microrganismos.

Tabela 6: Contagem de coliformes termotolerantes nas amostras coletadas na Bacia Hidrografica do
Cdrrego Sao Pedro, nas diferentes areas, pontos e época de coleta.

Coliformes termotolerantes (NMP '/100mL)

E[Loeca Area nio urbanizada Area urbanizada

Coleta  Classe 1% valor limite < 200NMP/100mL  Classe 2: valor limite < 1000NMP/100mL
Ponto1 Ponto2 Ponto3 Ponto4 Ponto5 Ponto6 Ponto7 Ponto38

50 80 33 22 170 170 34 21600

Seca 22 300 13 7 1600 1600 1600 350
30 500 23 110 21600 21600 21600 21600
21600 21600 170 26 21600 21600 1600 21600

Umida 21600 21600 21600 21600 21600 350 350 280
140 350 50 14 21600 21600 21600 21600

" NMP: numero mais que provavel. *2 Classificagao da agua, segundo Resolu¢do CONAMA n°357/2005.

De acordo com a legislagao em vigéncia, os pontos de 1 a 4 sao classificados
como agua doce de classe 1 e, portanto, devem apresentar um limite maximo para
coliformes termotolerantes de 200 NPM/100mL, enquanto os pontos de 5 a 8
correspondem a agua doce de classe 2, devendo apresentar no maximo 1000
NPM/100mL de coliformes termotolerantes. Seguindo estes critérios, apenas 45,8%
(22/48) das amostras de agua se enquadraram nos valores limites determinados na
legislagao e, ainda assim, 50% (11/22) destas, foram positivas para RV-A. Por outro
lado, 54,2% das amostras de agua se apresentaram fora do limite estabelecido e,
nestas, os RV-A foram detectados em 73,1% (19/26). A analise estatistica dos

resultados apresentados acima mostrou que nao houve associagao significativa
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entre a presenga de RV-A e a classificagdo da agua, segundo a analise de

coliformes termotolerantes (p = 0,178).

6.4 Parametros fisico-quimicos

Com relacao aos parametros fisico-quimicos, a tabela 7 apresenta os valores
meédios + desvio padrdo, valores minimo e maximo de cloreto (mg/L), cloro (mg/L),
condutividade (mS/cm), dureza (mg/L), ferro (mg/L), fosforo (mg/L), oxigénio
dissolvido (mg/L), nitrogénio amoniacal (mg/L), pH, salinidade (%), temperatura da

agua (°C) e turbidez (UNT), obtidos em todos os pontos do estudo.
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Tabela 7: Valores médios * desvio padréo, valores minimo e maximo dos parametros fisico-quimicos analisados nas 48 amostras de agua obtidas na Bacia
Hidrografica do Cérrego Sao Pedro, no periodo de julho de 2011 a maio de 2012.

Parametros Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5 Ponto 6 Ponto 7 Ponto 8
Cloreto (mgiL) 33501887 250041301  33,173055 266741652  36,00+16,78 38,004+21,28 45,33+26,01 39,00+16,86
(20,0-65,0)  (16,0-50,0)  (16,0-950)  (16,0-60,0) (24,0-68,0) (24,0-80,0) (24,0-84,0) (24,0-70,0)
Cloro (mgl)  0:12740.107  0,133:0088  0,122:0,054 ~ 0,220:0,114  2473:2,121 1,047+1,130 1.885+1,782 1.840+1,90
9 (0,030-0,300)  (0,040-0,280) (0,040-0,200) (0,100-0,410)  (0,100-5,720)  (0,100-2,940)  (0,100-5,060)  (0,100-5,380)
Condutividade 0,014+0,005 0,025:0,012  0,018+0,004  0,019+0,008  0,150+0,033 0,167+0,050 0,156+0,035 0,167+0,037
(mS/cm) (0,009-0,022)  (0,014-0,046) (0,015-0,024) (0,013-0,034)  (0,118-0,189)  (0,112-0,240)  (0,126-0,208)  (0,135-0,219)
Dureza(mglL) SO50:14.53  34,67£1424 325053072  3550£2446  72,0037.35 76,00%42,71 81,33+45,02 63,33+23,65
9 (24,0-65,0)  (24,0-60,0)  (16,0-950)  (20,0-85,0) (44,0-120,0) (44,0-140,0) (40,0-148,0) (40,0-100,0)
Ferro (mg/L)  0:083£0465  1208+1,880  0,208£0,102  0,208:0,102  1,167+0,931 0,958+0,635 0,916+0,376 0,500+0,273
9 (0,25-1,50)  (0,25-5,00)  (0,00-0,25)  (0,00-0,25) (0,50-3,00) (0,25-2,00) (0,50-1,50) (0,25-1,00)
Fésforo 0,163+0,400  0,040+0,098  0,040£0,098  0,040+0,098  0,476+0,336 0,545+0,517 0,309+0,264 0,476+0,335
(mg/L) (0,00-0,980)  (0,000-0,240)  (0,00-0,240)  (0,000-0,240)  (0,240-1,000)  (0,240-1,500)  (0,000-0,800)  (0,240-1,000)
d?s"s'gf\z:;’o 5,8+2,1 8,0+1,2 7,541,7 3,842,7 5,0£2,9 6,7+2,4 51432
(/L) (3,0-8,6) (6,0-9,0) (4,6-9,0) (1,0-7,4) (1,0-8,0) (2,8-10,0) (1,4-10,0)
gr';'g’rf‘leag'a‘: 0,579+0,910  0,293+0.219  0,287+0,216  0421+0,308  3,868+0,555 3,642+0,000 3,118+1,282 3,642+0,000
(/L) (0,121-2,430)  (0,100-0,610) (0,121-0,610) (0,121-1,000)  (3,640-5,000)  (3,642-3,642)  (0,500-3,642)  (3,642-3,642)
oH 6,60+0,42 6,93+0,64 6,82+0,65 7,05+0,26 7,27+0,21 7,5740,23 7,43+0,20
(5,61-7,18)  (5,98-7,22)  (6,33-7,91)  (6,04-7,84) (6,63-7,32) (6,97-7,48) (7,23-7,87) (7,15-7,69)
Salinidade (%) 0:003:0.005  0,011:0,004  0,010:0,000  0,008:0,004  0,072¢0,017 0,068+0,018 0,075+0,016 0,076+0,018
(0,000-0,010)  (0,010-0,020) (0,010-0,010) (0,000-0,010)  (0,050-0,090)  (0,050-0,090)  (0,060-0,100)  (0,060-0,100)
Temperatura  19,18+2,88  19,34+2,63  21,56+3,32  21,03+3,18 22 214201 22314210 22 012,07 22 2242 14
daagua (°C)  (15,86-22,16) (16,35-22,37) (18,08-26,92) (18,60-26,91)  (19,70-2531)  (19,56-25,52)  (19,57-25,07)  (19,82-25,43)
Turbidez 18,50¢19.24  8.99+1,84 12,83+6,36  477,58+28429  179.91+157,97  332.27+238.80 299 85+219 61
(UNT) (3,78-11,34)  (3,20-56,00)  (6,44-11,34)  (7,00-25,20)  (52,28-903,70)  (45,5-424,068)  (36,4-764,82)  (38,92-702,24)
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A figura 12 apresenta a média dos valores de pH, temperatura (°C), salinidade
(%) e condutividade (mS/cm) da agua em cada um dos pontos de coleta. Todas as
médias obtidas para o parametro pH encontravam-se de acordo com o exigido pela
legislagéo, para agua doce (6,0 a 9,0), no entanto, valores pontuais menores do que
6,0 foram registrados nos pontos 1 e 2. Os valores de temperatura da agua nao
apresentaram grandes variagdes, entretanto, um ligeiro aumento foi identificado na
area urbanizada (ponto 5 ao 8). Os valores de salinidade confirmaram as
caracteristicas da matriz estudada, uma vez que em agua doce, esse parametro
deve ser menor que 0,5%. No parametro condutividade, os valores obtidos na area
nao urbanizada foram baixos e bem préximos entre si, ao contrario do que foi
observado na area urbanizada, onde os resultados mantiveram-se mais altos,
variando de 0,150 e 0,247mS/cm.

24

20

=
[2)]

Temperatura (°C)
=
(=]

[xx]

Salinidade (3¢) e Condutividade {mScm)

Pontol Ponto2 Ponto2 Pontod PontoS Ponto6 Ponto7 Ponto 8

pH [(*WL: 6a9) mmpsTemperatura (¥WVL: ndo estabelecido)
men5alinidade (¥VL:0,5%) sl Condutividade (*VL: ndo estabelecido)

Figura 12: Média dos valores dos parametros fisico-quimicos — pH, temperatura, salinidade e
condutividade, em todos os pontos analisados. *VL: valor limite estabelecido pela legislagao.

Os valores de cloro e turbidez apresentaram maior oscilagdo entre os pontos
analisados. Para o cloro (Figura 13), todas as amostras apresentaram valores

maiores que 0,01mg/L, que é o limite estabelecido para todas as classes de agua



73

doce, destacando-se os altos valores observados na area urbanizada (pontos 5 ao

I

+4ttdt * FrEr bt rddbt
Pﬂnml Ponto 2 Ponma Pomud Ponto 5 Ponto 6 Ponto 7 Ponto 8

Cloro (mg/L)
[F5] =N

et

H Julho @ Agosto M Dezembro @ Fevereiro B Abril B Maio

Figura 13: Valores de cloro (mg/L) por ponto, obtidos em cada coleta, no periodo de julho de 2011 a
maio de 2012. O sinal positivo (+) indica as amostras positivas para RV-A.

Em relacéo ao parametro turbidez, as oscilagdes, também, ocorreram a partir
do ponto 5 (Figura 14). Na area nao urbanizada (ponto 1 ao 4), quase todos os
valores obtidos encontraram-se dentro do exigido pela legislagdo (< 40 UNT em
aguas de classe 1), com excegao do resultado obtido no ponto 2, na coleta de
fevereiro (56 UNT). Na area urbanizada (ponto 5 ao 8), apenas 16,7% (4/24) das
amostras de agua encontraram-se dentro do valor aceitavel pela legislagdo em vigor
(< 100 UNT para aguas de classe 2), ou seja, 83,3% (20/24) das amostras obtidas,

apresentaram-se fora do limite estabelecido.
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Figura 14: Valores de turbidez (UNT) por ponto, obtidos em cada coleta, no periodo de julho de
2011 a maio de 2012. O sinal positivo (+) indica as amostras positivas para RV-A.

A figura 15 apresenta os valores médios de oxigénio dissolvido (mg/L), dureza
(mg/L) e cloreto (mg/L), obtidos na agua, por ponto de coleta. Os dados de oxigénio
dissolvido apresentaram uma variagdo ao longo dos pontos, com destaque para
valores médios menores do que o indicado pela legislagdo nos pontos 5 e 6 (limite
minimo de 5 mg/L para agua de classe 2) e no ponto 2, onde esperava-se valores
maiores do que 6 mg/L (limite minimo indicado para agua de classe 1). Para o
parametro dureza, as meédias obtidas se mantiveram proximas nos quatro primeiros
pontos (32,5 a 39,5 mg/L), mas apresentaram-se elevadas nos ultimos quatro pontos
(area urbanizada), variando de 63,3 a 81,3 mg/L. Com relagdo ao parametro cloreto,
todos os resultados obtidos estavam de acordo com o exigido pela legislacdo em
agua doce (< 250 mg/L), no entanto, médias maiores, também, foram observadas na

area urbanizada (36 a 45,3 mg/L).
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Figura 15: Média dos valores dos parametros fisico-quimicos —oxigénio dissolvido, dureza e cloreto
em todos os pontos analisados. *VL: valor limite estabelecido pela legislagao.

As médias obtidas para o parametro ferro, também apresentaram variagdes
ao longo dos pontos estudados, de modo que apenas nos pontos 3 e 4 os valores
encontravam-se de acordo com o limite estabelecido (< 0,3mg/L), como mostra a
figura 16. Neste mesmo grafico é possivel verificar, ainda, que os valores médios de
fésforo se apresentaram dentro dos limites indicados nos pontos de 2 a 4, com
variagdes de 0,309 a 0,545 mg/L, a partir do ponto 5 (area urbanizada). No que diz
respeito ao nitrogénio amoniacal, o limite estabelecido na legislacdo vigente esta
relacionado ao valor do pH, sendo de, no maximo, 3,7 mg/L para amostras com pH
menor ou igual a 7,5 e de 2,0 mg/L, quando o pH da amostra se encontra entre 7,5 e
8,0. Considerando essas informagdes, apesar dos valores aumentados na area
urbanizada (ponto 5 ao 8), apenas as médias dos pontos 5 (pH <7,5) e 7 (7,5 < pH<

8,0) se encontravam fora do limite estabelecido.
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Figura 16: Média dos valores dos parametros fisico-quimicos — ferro, fésforo e nitrogénio amoniacal
em todos os pontos analisados.

Nas analises estatisticas, considerando-se a classificagdo do corpo hidrico
pela Resolugdo CONAMA n°357, foi observada uma associagao significativa entre a
deteccdo de RV-A e a turbidez (p = 0,005). O mesmo foi observado para os
parametros nitrogénio amoniacal (p < 0,001) e fésforo (p < 0,001), diferentemente do
observado para pH (p = 0,644), ferro (p = 0,281) e oxigénio dissolvido (p = 0,504).

Nas analises de correlagao, nas quais nao foi levada em consideragao a
classificagcdo do corpo hidrico pela Resoluggo CONAMA n°357, nao houve
associagao significativa entre a condutividade da agua e o numero de copias
genbmicas de RV-A detectadas (p = 0,780), o que foi observado, também, em
relacdo aos parametros cloreto (p = 0,489), cloro (p = 0,726) e dureza (p = 0,886).
Entretanto, foi observada uma correlagao positiva, embora fraca entre a carga viral e
os parametros, salinidade (p = 0,024; r = 0,325) e temperatura da agua (p = 0,027; r
=0,320).
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7 DISCUSSAO

Um dos grandes obstaculos para a pesquisa de virus em aguas superficiais é
a dispersao das particulas virais presente nas mesmas, 0 que exige o emprego de
protocolos de concentracido viral antes da utilizagdo de técnicas moleculares de
deteccdo (RUGGERI e FIORE, 2012).

A metodologia de adsorcdo e eluigho em membrana carregada
negativamente, com posterior ultrafiltragcdo e deteccdo por PCR utilizada neste
estudo, foi descrita inicialmente para a recuperagao de poliovirus em aguas do mar,
quando os autores observaram taxas de recuperagao que variaram de 50 a 73%
(KATAYAMA, SHIMASAKI e OHGAKI, 2002). Outros pesquisadores, utilizando a
mesma metodologia, descreveram a recuperagao de norovirus com taxas de 1,6 a
6,0%, em diferentes matrizes aquaticas (VICTORIA et al., 2010). Alguns autores ja
haviam realizado modificacbes neste método, as quais permitiram a deteccido de
enterovirus em agua doce e do mar com taxas de recuperagao de 51% e 23%,
respectivamente (FUHRMAN, LIANG e NOBLE, 2005). Entretanto, ao testar
diferentes concentragbes de virus, os autores observaram que menores cargas
virais refletiram nas taxa de recuperagao dos mesmos, que se tornaram menores €
mais variaveis.

Para agua doce, o protocolo desenvolvido por Katayama e colaboradores
(2002) utiliza uma etapa extra, que consiste na adigao de MgCl, numa concentragéo
final de 25mM, necessario para a ligagdo inicial do virus a membrana. A
concentragdo de MgCl, é um importante fator de interferéncia e deve ser
estabelecida, em funcao do tipo de agua analisada e do virus a ser pesquisado, a
fim de obter a melhor taxa de recuperacédo (VICTORIA et al., 2009). Assim, foi
realizado um estudo para avaliar as melhores condi¢des para recuperagao de
norovirus e astrovirus, em diferentes matrizes aquaticas (agua de torneira, agua
mineral, agua do mar e agua de rio), onde foram testadas diferentes concentragdes
de MgCl, (5mM, 25mM e 50mM). Os resultados mostraram que a estratégia mais
eficiente, em agua de rio, foi a que utilizou MgCl, 5mM, com taxas de recuperacao
de 17,8% e 42,7%, respectivamente, para os virus testados (VICTORIA et al., 2009).
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No que diz respeito aos RV-A, como nao foi realizado estudo anterior para
verificar qual a melhor estratégia de recuperacdo em agua doce, neste trabalho, foi
utilizada aquela que se mostrou mais eficiente para os norovirus e astrovirus, ou
seja, adicdo de MgCl, 3mM (VICTORIA et al., 2009). Esta estratégia possibilitou a
recuperacdo de RV-A em amostras representativas da BHCSP, porém foram
observadas baixas taxas de recuperagdo viral, principalmente, nas aguas
provenientes da area urbana, que em razdo do despejo de esgoto, apresentam-se
bem turvas e com muito sedimento. Uma das explicacdes para a menor eficiéncia do
método de concentragao viral na area urbana pode ser a perda das particulas virais
na primeira etapa de filtracdo, necessaria para evitar a obstrucdo da membrana de
carga negativa, quando as particulas virais agregadas ao sedimento ou adsorvidas
aos materiais particulados podem ter ficado retidas no primeiro filtro, sendo
eliminadas. Outra possibilidade é a presenca da maior quantidade de inibidores na
agua, devido a descarga de esgoto doméstico, interferindo com as técnicas
utilizadas para detecgéo viral.

Apesar das baixas taxas de recuperacdo, € importante ressaltar que foi
possivel detectar RV-A em 62,5% dos concentrados analisados neste estudo, um
resultado que poderia ser ainda maior se o rendimento do método de concentragao
utilizado tivesse sido mais satisfatério. Taxas de recuperagao baixas, também, foram
encontradas em pesquisas de RV-A em agua doce, no Rio de Janeiro, onde se
utilizando MgCl, 25mM foi observada uma taxa de eficiéncia de 2,06%, a qual
permitiu a deteccdo destes virus em 25% dos concentrados testados (VIEIRA,
2010). Por outro lado, a mesma pesquisa realizada em igarapés de Manaus,
registrou uma taxa de recuperagéo de 76,4%, quando o MgCl; foi utilizado numa
concentragéo final de 3mM, o que permitiu a deteccédo de RV-A em 63% das
amostras (FERREIRA, 2007).

Portanto, € importante salientar que outros fatores podem interferir nas
diversas etapas do processo de concentragdo viral influenciando diretamente na
eficiéncia do método, como as substancias quimicas organicas (polissacarideos,
proteinas, acido humico e tanicos) e inorganicas (compostos metalicos), presentes
em cada amostra de agua (IJZERMAN, DAHLING e FOUT, 1997). Além disso, a
manipulacdo da amostra durante as etapas subsequentes a concentragdo viral
(extracdo, sintese de cDNA e reacdo de amplificacdo), pode gerar perdas de
material genético, que nao séo consideradas no calculo de eficiéncia do método.
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As técnicas moleculares representaram um grande avango no monitoramento
ambiental de virus, ao permitirem a detecgdo do genoma viral. Entretanto, estas
técnicas nédo fornecem nenhuma informacéo sobre a infecciosidade da particula
viral, uma vez que o material genético encontrado pode ser oriundo de particulas
infecciosas ou de virus inativados e/ou defectivos (GASSILLOUD,
SCHWARTZBROD e GANTZER, 2003; FONG e LIPP, 2005; HARAMOTO et al.,
2007; HAMZA et al., 2009; GIRONES et al., 2010). No entanto, este assunto tem
sido muito discutido, pois, considerando-se a instabilidade do RNA livre e o fato de
que o método de concentragao foi desenvolvido com base na estrutura da particula
viral, a deteccdo do genoma viral livre contribui tdo substancialmente quanto a
deteccdo da particula (HARAMOTO et al.,, 2007). Neste sentido, Espinosa e
colaboradores (2008) encontraram uma boa correlagédo entre a reducdo da
infecciosidade viral e a persisténcia do material genético de RV-A e astrovirus, em
aguas superficiais, reforcando a ideia de que as técnicas moleculares podem ser
utilizadas para indicar a contaminacgéo viral.

Trés protocolos diferentes (cPCR, Nested PCR e gPCR) foram empregados
para detectar e quantificar RV-A em concentrados de agua, tendo sido utilizados
iniciadores especificos para amplificar regides conservadas do genoma. A presenga
do virus foi investigada, inicialmente, por cPCR pela amplificagdo parcial do gene
que codifica a proteina VP6, que tem se mostrado mais eficiente na detec¢ao de RV-
A em amostras ambientais, quando comparada com VP4 e VP7 (FERREIRA et al.,
2009). Em adigao, outro protocolo de amplificacdo de VP6, empregando iniciadores
internos (Nested PCR), foi utilizado nesta pesquisa, que em fungdo de sua alta
sensibilidade pode detectar concentragdes muito pequenas do genoma viral em
amostras ambientais (GALLIMORE et al., 2006). Ainda assim, no presente estudo,
cPCR e Nested PCR apresentaram a mesma eficiéncia, permitindo a deteccao de
RV-A, exatamente, nas mesma amostras. No entanto, Vieira (2010), relatou
resultados mais satisfatérios na deteccdo deste mesmo virus, quando utilizou a
técnica de Nested PCR, o que permitiu um aumento no numero de concentrados
positivos.

Na literatura, varios protocolos foram descritos para deteccdo de RV-A por
gPCR, utilizando diferentes genes como alvo de amplificagdo, dentre os quais VP2
(GUTIERREZ-AGUIRRE et al., 2008), VP4 (MIN et al., 2006), VP6 (SCHWARZ et
al., 2002; KANG et al., 2004; LOGAN et al., 2006) e NSP3 (PANG et al., 2004;
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ZENG et al., 2008), sendo os dois ultimos, utilizados para amostras ambientais.
Entretanto, pelo fato do gene que codifica para a proteina NSP3 ser mais
conservado do que o que codifica para a proteina VP6, que apresenta uma elevada
diversidade intragenotipica (MATTHIJNSSENS et al.,, 2008a), foi utilizada neste
trabalho, a técnica de qPCR para amplificacdo de NSP3. A deteccdo de RV-A pelo
gPCR apresentou resultados mais satisfatérios do que os obtidos pela técnica
convencional (VP6), discordando de Vieira (2010) que, utilizando os mesmos
protocolos, mostrou melhores resultados com a Nested PCR e corroborando outros
estudos que apontam esta metodologia como a mais sensivel para a detecgdo de
RV-A (PANG et al., 2004; ZENG et al., 2008; MORESCO et al., 2012).

A insergdo das bacias hidrograficas em areas urbanas, em virtude do
crescimento desordenado da populacdao, aumenta a exposicao destes mananciais
aos dejetos humanos e, consequentemente, a contaminagao por RV-A, cujas
particulas virais sdo eliminadas em concentragcao extremamente elevada nas fezes.
Além disso, a estabilidade deste virus no ambiente aquatico, podendo persistir por
longos periodos de tempo e sua resisténcia aos processos aplicados durante o
tratamento da agua sao caracteristicas importantes que podem viabilizar sua
transmissao ao homem (ESPINOSA et at., 2008; CARTER, 2005). Deste modo, a
contaminagdo de aguas superficiais, por este virus, exerce um impacto direto na
saude publica, a medida que surtos de gastroenterites por RV-A podem ser
decorrentes da utilizacdo destes mananciais contaminados para consumo,
recreacao, irrigagdo e aquicultura (van ZYL et al., 2006; WYN-JONES e
SELLWOOD, 2001).

O percentual de deteccao de RV-A encontrado na BHCSP, sugere uma
elevada contaminacao deste manancial, no qual estao inseridos 13 bairros com uma
populacao de aproximadamente 31 mil habitantes. A investigacao de RV-A em agua
doce, realizada em diversos trabalhos no Brasil e no mundo, tem demonstrado
diferentes niveis de contaminagao deste ecossistema, com indices de positividade
que variaram de 14 a 90% (van ZYL et al., 2006; MIAGOSTOVICH et al., 2008;
MORESCO, 2008; HAMZA et al., 2009; FERREIRA et al., 2009; LODDER et al.,
2010; Ll et al, 2011a; VIEIRA et al., 2012).

Embora a presenca de RV-A tenha sido menor na area nao urbanizada,
guando comparada com a area urbanizada da bacia, a detec¢éo do virus neste local
indica a sua contaminacao, que pode ser justificada pelo fato do coérrego passar
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dentro de propriedades particulares, possibilitando a utilizagdo destas aguas em
diversas atividades, como a criagdo de animais, proximo a esses corpos d’agua;
pelo facil acesso ao reservatorio da represa, a partir do quintal de varias casas e
lancamento de esgoto, oriundo das residéncias e até mesmo do Centro de
Convengdes Expominas, embora isso ndo seja visivel.

A Portaria n°2914 de dezembro de 2011, que dispde sobre os procedimentos
de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano,
recomenda, no capitulo V, paragrafo 29, a inclusdo de monitoramento de virus
entéricos no ponto de captagdo de agua, proveniente de manancial superficial de
abastecimento. Determina, ainda, no paragrafo 34 do mesmo capitulo, a
manutengao obrigatéria de, no minimo, 0,2 mg/L de cloro residual livre, em toda a
extensao do sistema de distribuicdo (reservatério e rede). Deste modo, a deteccéo
de RV-A no reservatoério da represa de Sao Pedro aliada a informacgdes de que este
virus resiste a concentragdes residuais de cloro, maiores do que a estabelecida pela
legislagdo (ESPINOSA et al., 2008), deve ser encarada como um risco potencial a
saude publica. A presenca de RV-A em reservatorios utilizados para producao de
agua de consumo, também, foi relatada em uma pesquisa desenvolvida na Holanda
(LODDER et al., 2010) e surtos de doengas veiculadas pela agua, envolvendo estes
virus, ja foram descritos em varios paises, como Estados Unidos (BORCHARD,
HASS e HUNT, 2004), Italia (MARTINELLI et al., 2007); Franga (GALLAY et al.,
2006) e Albania (VILLENA et al., 2003a).

A maior fonte de contaminacdo da BHCSP, no entanto, deve-se ao
langamento expressivo de esgoto in natura na area urbanizada, onde a deteccéo de
RV-A foi bastante expressiva, tendo sido encontrados em todos os pontos, em
quase todas as coletas. Este resultado corrobora outros estudos realizados no Brasil
(MEHNERT et al., 1997; BARELLA, 2008; FUMIAN et al., 2010; FUMIAN, et al.,
2011; PRADO et al., 2011) e em outros paises, como Alemanha, Egito, Espanha,
Venezuela e Nicaragua (VILLENA et al., 2003b; HAMZA et al., 2009; RODRIGUEZ-
DIAZ et al., 2009; BUCARDO et al., 2011), nos quais a presenca deste virus foi
amplamente relatada, tanto no esgoto, quanto em aguas contaminadas pelo mesmo.

A distribuicdo dos concentrados positivos para RV-A, bem como a
determinacao da carga viral dos mesmos, ao longo da bacia, foi, significativamente,
associada ao local de coleta, apontando para uma probabilidade maior de encontrar

amostras positivas e com carga viral mais elevada, na area urbanizada. Estes dados
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demonstraram que a atividade humana nesta regido resultou na diminuigdo da
qualidade da agua, principalmente, devido a descarga de esgoto sem tratamento em
diversos pontos do Cérrego de Sado Pedro, um dos principais afluentes da BHCSP.
Em estudos conduzidos nos Igarapés de Manaus, os RV-A e os adenovirus também
foram mais detectados em areas urbanizadas, enquanto os astrovirus e os norovirus
foram detectados, homogeneamente, nas areas urbana, rural e florestal
(MIAGOSTOVICH et al., 2008).

Contrariando o perfil de sazonalidade observado para os RV-A em amostras
clinicas, este virus foi detectado na BHCSP, tanto na época seca, quanto na época
umida, sem grandes variagdes na carga viral. Do mesmo modo, nenhum perfil de
sazonalidade para RV-A e adenovirus foi encontrado no estudo realizado na Africa
Ocidental, no qual amostras de agua potavel foram coletadas ao longo de quatro
anos em 287 fontes, localizadas em 55 aldeias diferentes (VERHEYEN et al., 2009).
A pesquisa deste virus em amostras de esgoto, no Rio de Janeiro, também, nao
evidenciou distribuicdo diferencial ao longo do ano (FUMIAN et al., 2011).
Entretanto, na China, alguns autores mostraram um predominio de RV-A no outono
e inverno, coincidindo com os meses de maior registro de casos de gastroenterite
por este virus, provavelmente, devido as baixas temperaturas, tipicas do inverno,
que favorecem a estabilidade das particulas (LI et al., 2011a). No Brasil,
Miagostovich e colaboradores (2008), reportaram menor taxa de deteccéo viral em
aguas poluidas na época seca, provavelmente, em decorréncia do menor volume de
agua nos corpos hidricos, o que pode acarretar na concentragdo de substancias
inibidoras, comumente, presentes nas amostras ambientais.

A qualidade da agua € determinada por indicadores microbiolégicos, que
avaliam o nivel de contaminacgao fecal da mesma, principalmente, pela contagem de
coliformes termotolerantes. Entretanto, muito tem sido discutido sobre a adequacéao
destes indicadores para avaliar a presenga de virus na agua e, consequentemente,
os potenciais riscos a saude humana (SINCLAIR, JONES e GERBA, 2009; SILVA et
al, 2010), uma vez que alguns estudos tem demonstrado a auséncia de associagao
entre a presenca de tais coliformes, dentro ou fora dos limites estabelecidos na
legislacao, e a detecgao de RV-A (MIAGOSTOVICH et al., 2008; FERGUSON et al.,
2012; VIEIRA et al., 2012). Estes dados foram corroborados pelos resultados desta
pesquisa, na qual foi possivel detectar RV-A em metade das amostras que se
encontravam dentro dos limites estabelecidos pela resolugdo CONAMA n°357/2005.
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Esta correlagdo, também, ndo foi observada anteriormente para astrovirus, hepatite
A e norovirus (PUSCH et al., 2005; FERREIRA, 2007; GUIMARAES, 2007;
MORESCO et al., 2012). A contagem de coliformes termotolerante, bem acima do
limite estabelecido pela legislagdo, ja havia sido relatada em estudos anteriores
realizados na BHCSP, demonstrando assim o alto grau de comprometimento da
qualidade destas aguas, principalmente, nas sub-bacias B e C, localizadas na area
urbana. (LATUF, 2004; MACHADO, 2006).

Vérias caracteristicas, comuns aos coliformes, tornam inconveniente o seu
uso como indicadores de contaminagao, seja pela maior sensibilidade a luz solar e
ao tratamento de desinfecgdo, aplicado em estacbes de tratamento de agua e
esgoto; pelo menor tempo de sobrevivéncia, quando comparados a outros
patégenos; pelo fato de ndo serem encontrados, exclusivamente, nas fezes
humanas, mas também em fezes animais e, naturalmente, no solo; pela capacidade
de se multiplicarem em varios ambientes e, principalmente, pela baixa correlagao
encontrada entre sua contagem e a de varios agentes patogénicos (SCOTT et al.,
2002; FONG e LIPP, 2005; SAVICHTCHEVA e OKABE, 2006). Frente a tantas
limitagdes, alguns autores tem defendido a utilizagdo de adenovirus e poliomavirus,
como indicadores virais de contaminagcdo fecal humana, apoiados nas seguintes
caracteristicas destes patdgenos: alta estabilidade em esgotos domésticos e
amostras ambientais, resisténcia aos processos de tratamento de agua e esgoto e a
alta prevaléncia em todas as areas geograficas nas quais eles foram estudados
(PUIG et al, 1994; PUSCH et al., 2005; BOFILL-MAS et al., 2006).

A transmissdao potencial de doengas virais veiculadas pela agua esta
vinculada a capacidade dos virus de se manterem infecciosos, até que entrem em
contato com um hospedeiro suscetivel. Deste modo, estudos de monitoramento de
fatores ambientais, bem como dos efeitos que os mesmos exercem na persisténcia
de particulas virais, em diferentes tipos de agua, tornam-se fundamentais para
avaliar o risco potencial do uso da agua a saude publica (WARD et al, 1986;
ESPINOSA et al, 2008).

Segundo dados disponiveis na literatura, a presenca dos virus em ambientes
aquaticos esta relacionada as caracteristicas da agua, sofrendo influéncia direta dos
fatores fisico-quimicos e microbiolégicos inerentes ao corpo hidrico, além da
interferéncia de fatores externos do meio, como temperatura e exposi¢ao a luz
(WARD et al, 1986; CARTER, 2005; FONG e LIPP, 2005). Para verificar a
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associacdo destes fatores com a deteccdo de RV-A, neste estudo, foram
mensurados diferentes parametros fisico-quimicos de qualidade da agua, inclusive
alguns, para os quais ndo existe nenhuma informagédo prévia em trabalhos de
investigacgao viral, como cloreto, ferro, fésforo e nitrogénio amoniacal.

Neste estudo, a presenca de RV-A nao foi influenciada, significativamente,
pelos valores de pH, de modo que estes virus foram detectados em amostra de
agua que se encontravam dentro e fora dos limites estabelecidos na legislagdo em
vigor. Esta correlagédo, também, ndo foi observada em amostras de agua da Lagoa
Rodrigo de Freitas/RJ e em aguas utilizadas para irrigagdo no México (ESPINOSA et
al., 2009; VIEIRA et al.,, 2012). No entanto, Pancorbo e colaboradores (1987)
relataram que valores elevados de pH estdo associados significativamente a
redugdo da carga de RV-A, sugerindo que meios mais alcalinos induziriam a
agregacao viral, tornando-os mais susceptiveis a outros fatores virucidas presentes
na agua. O mesmo foi observado para os calicivirus, tendo sido encontrada uma
correlagao entre pH e a presenca de norovirus, com relato de maior deteccédo deste
virus em amostras consideradas fora dos padrdes de balneabilidade (VIEIRA et al.,
2012).

Com relagado a temperatura, acredita-se que 0s virus sejam capazes de
resistir por meses ou anos a baixas temperaturas ou ter sua infecciosidade
diminuida quando expostos a altas temperaturas, provavelmente, por dano ao
material genético e ao capsideo viral, além da inativagdo de enzimas requeridas
para a replicacdo (CARTER, 2005; FONG e LIPP, 2005). No entanto, alguns estudos
tem mostrado que os RV sdao bem resistentes a temperaturas mais elevadas
(CABALLERO et at., 2004; ESPINOSA et al., 2008; LI et al., 2011b). Espinosa e
colaboradores (2008) observaram uma pequena reducado da infecciosidade, em
agua doce, quando incubados a 20°C por 3 a 14 dias (ESPINOSA et al., 2008). Os
resultados do presente trabalho mostraram que a deteccdo de RV-A na BHCSP
apresentou uma correlagao positiva e fraca com a temperatura da agua, de modo
que pequenos acréscimos de temperatura aumentaram a chance de detecgao
destes virus. Entretanto, em outras pesquisas realizadas no México e no Rio de
Janeiro, essa associagao entre temperatura e deteccao viral nao foi verificada
(ESPINOSA et al., 2009; VIEIRA, 2010).

Como era de se esperar, todas as amostras analisadas apresentaram valores

de salinidade compativeis com agua doce (< 0,5%), embora as medidas na area
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urbanizada da bacia tenham sido discretamente maiores nos concentrados positivos
para RV-A, tendo sido encontrada uma correlagao positiva e fraca entre o parametro
salinidade e a deteccdo de RV-A. O mesmo nao observado por Vieira e
colaboradores (2012), que ndo encontraram correlagdo entre salinidade e a
deteccao de RV-A e norovirus, concordando com relatos anteriores, de auséncia de
efeito direto na salinidade, sobre a resisténcia dos virus no ambiente (GANTZER et
al, 1998).

A condutividade, definida como a capacidade que a agua possui de conduzir
corrente elétrica, esta relacionada com a presenca de ions dissolvidos, podendo
variar de acordo com a temperatura e a concentracao total de substancias ionizadas
dissolvidas (SOARES, 2007). Representa uma medida indireta da concentracdo de
poluentes, sendo que niveis superiores a 0,100 mS/cm indicam impacto ambiental
(CETESB, 2009). Considerando-se estas informagdes, este parametro representou
bem o impacto da atividade humana a partir do ponto 5, revelando a maior
concentragdo de ions na agua, devido ao reviramento do fundo do coérrego e o
aumento de material particulado provenientes do despejo de esgoto, através dos
canais de drenagem. Ainda assim, neste estudo, nenhuma correlagéo foi encontrada
entre a deteccao de RV-A e os valores registrados de condutividade, confirmando
dados descritos por Espinosa e colaboradores (2009) no México.

O cloro, por sua agao bactericida e baixo custo, vem sendo amplamente
empregado no processo de tratamento da agua para consumo humano, por uma
técnica conhecida como cloragdo. De acordo com a legislagdo vigente para
potabilidade (Portaria n°2914/2011), a agua tratada deve ser entregue ao
consumidor com uma concentracdo minima de 0,2 mg/L de cloro residual.
Entretanto, Carter (2005) demonstrou que os RV-A foram inativados, apenas, diante
de uma concentragao de 3,75 mg/L de cloro, logo podendo resistir ao processo de
desinfeccdo, aplicado nas estagdes de tratamento de agua. Mais recentemente,
Espinosa e colaboradores (2008) confirmaram a resisténcia, relativamente, maior
dos RV-A frente a inativacao pelo cloro e atribuiram a persisténcia da infecciosidade
a agregacao das particulas virais. Neste estudo, todas as amostras apresentaram
valores de cloro acima do permitido pela resolugao (<0,01mg/L) para agua doce de
classe 1 e 2 (Resolugdo CONAMA n°357/2005), com resultados muito elevados na
area urbana, em decorréncia do despejo de esgoto doméstico, in natura, e de

residuos industriais, nesta area. No entanto, mesmo diante de elevados teores de
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cloro, foi possivel detectar RV-A na area urbanizada, o que em parte deve-se a
resisténcia do virus, mas que também pode ser explicado pela maior concentragao
de matéria orgénica, neutralizando o efeito deste agente quimico. A analise
estatistica revelou que n&o houve correlagao entre os valores de cloro e a detecgao
de RV-A, sendo estes virus detectados, aleatoriamente, em aguas com diferentes
niveis de cloro, confirmando assim, os resultados de Vieira (2010).

A turbidez é a medida da resisténcia da agua a passagem de luz, devido a
presencga de sélidos em suspenséo, detritos organicos, algas e bactérias (CETESB,
2009). Valores elevados de turbidez foram encontrados nas aguas da area
urbanizada, em fungdo do langamento de esgotos, ao contrario do que foi observado
nas aguas da area nao urbanizada, onde apenas uma amostra encontrou-se fora do
limite estabelecido. Uma associagao significativa foi verificada entre a detecgéo de
RV-A e a turbidez, com uma probabilidade maior de detecgao deste virus, em
amostras consideradas fora do limite estabelecido pela legislagdo em vigor,
confirmando resultado encontrado em aguas da Lagoa Rodrigo de Freitas/RJ e no
Canada (VIEIRA, 2010; DAVIS, 2010). Esta relagdo poderia ser justificada pela
adsorcao dos virus a materiais particulados, resultando em maior protecao contra os
fatores de inativagdo presentes na agua, tais como raios UV e enzimas (GANTZER
et al, 1998; RZEZUTKA e COOK, 2004). Entretanto, RV-A ja foram detectados em
diversas matrizes aquaticas que apresentaram valores de turbidez baixos e altos
(MIAGOSTOVICH et al, 2008; FERREIRA et al, 2009; HAMZA et al, 2009; RUTJES
et al, 2009; VICTORIA et al, 2009).

O parametro oxigénio dissolvido é utilizado para estimar a disponibilidade de
oxigénio na agua, sendo a sua deplegcao uma indicagao representativa de poluigcao
do corpo hidrico, uma vez que residuos organicos despejados nos mesmos sao
decompostos por microrganismos aerobicos, mediante consumo de oxigénio
(CETESB, 2009). Embora, apenas nos pontos 2, 5 e 6 os valores encontrados de
oxigénio dissolvido tenham sido menores do que o estabelecido na legislacédo em
vigor, valores maiores eram esperados na area nao urbanizada, uma vez que
nenhuma fonte visivel de contaminacao pode ser visualizada. Em adi¢ao, os valores
registrados na area urbanizada estavam muito proximos do valor considerado critico
para protecdo da comunidade aquatica (4mg/L) e sao justificados pelo despejo
visivel de esgoto in natura, em varios pontos desta area. A queda d’agua da
cachoeira do Vale do Ipé, localizada entre as sub-bacias B e C, proporciona a
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reoxigenagado das aguas, sendo responsavel pelo valores aumentados de oxigénio
dissolvido no ponto 7. De modo geral, o cenario de degradacdo desta bacia vem
sendo demonstrado a cada estudo de monitoramento realizado, sinalizando para a
necessidade de medidas urgentes por parte do municipio, para recuperagao deste
corpo hidrico (LATUF, 2004; MACHADO et al., 2010).

Confirmando os dados de Espinosa e colaboradores (2008), neste estudo,
nao foi encontrada uma associagao significativa entre a detecgdo de RV-A e as
medidas de oxigénio dissolvido, de modo que estes virus foram detectados, tanto
em amostras que se encontravam dentro, quanto em amostras que se encontravam
fora dos limites determinados para este parametro, em agua doce classes 1 e 2.

A dureza da agua é resultante da presenca, principalmente, de sais alcalinos
terrosos (céalcio e magnésio), ou de outros metais bivalentes e pode causar sabor
desagradavel (FUNASA, 2009). Para efeito de potabilidade, no Brasil, a portaria n°
2.914/2011, do Ministério da Saude, estabelece o limite maximo de 500mg de
carbonato de calcio/L, no entanto, segundo a Resolugdo CONAMA n°357/2005,
nenhum valor é estabelecido para agua doce de classe 1 e 2. No que diz respeito
aos cloretos, sua presenga em aguas superficiais pode ser decorrente, tanto da
dissolugdo de minerais, quanto da descarga de esgoto sanitario, uma vez que cada
pessoa excreta na urina cerca 4 g de cloreto por dia, o que representam cerca de 90
a 95% dos excretos humanos (WHO, 2003). Para estes dois parametros acima
mencionados, nenhuma correlacio foi encontrada com a deteccdo de RV-A, embora
valores maiores de dureza e cloreto tenham sido registrados na area urbanizada.
Pancorbo e colaboradores (1987) sugeriram que o aumento da dureza da agua pode
reduzir a infecciosidade viral, no entanto nenhuma explicagdo foi encontrada,
principalmente, considerando-se evidéncias anteriores de que ions de calcio podem
manter a integridade da particula de RV-A, por estabilizar a o capsideo externo
(SHIRLEY et al., 1981). Em relacdo ao parametro cloreto, nenhuma analise de
correlagao entre o mesmo e a detecgao de RV-A foi encontrada na literatura.

O ferro, por sua vez, € um metal abundante na natureza e pode originar-se,
tanto da dissolugao de compostos do solo, quanto de despejos industriais (CETESB,
2009). Neste trabalho, nao foi possivel verificar uma associacao significativa entre os
teores de ferro e a detecgdo de RV-A, no entanto, também nao foram encontrados

relato na literatura sobre esta relagéo.
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A descarga de esgoto em aguas naturais constitui a principal fonte dos
macronutrientes, como fésforo e nitrogénio, uma vez que ambos estdo presentes na
matéria organica fecal e na constituicdo de detergentes em pd utilizados,
domesticamente (CETESB, 2009). De um modo geral, valores de fosforo e
nitrogénio amoniacal encontraram-se, ligeiramente, aumentados na area urbanizada,
onde a presenca de RV foi predominante, tendo sido verificada uma associagao
significativa entre estes dois fatores e a detecg¢ado viral. No entanto, esta associagéo
deve ser analisada cuidadosamente, uma vez que os processos de tratamento de
esgotos empregados no Brasil, em sua maioria, ndo contemplam a remoc¢ao destes
nutrientes. Logo os efluentes, tratados ou n&o, sempre langaram elevadas
concentragbes de nitrogénio e fosforo nos corpos d'agua (CETESB, 2009).
Pesquisas anteriores realizadas na BHCSP também relataram maior aporte destes
nutrientes na &rea urbanizada, atribuindo estes dados ao grau de poluicédo
doméstica e industrial deste ecossistema (SOARES, 2007; SOUZA et al., 2011). Nao
foram encontrados dados na literatura, avaliando a presenca de RV-A frente a
variagbes do teor de fosforo, entretanto o pardmetro nitrito foi investigado por
Ferguson e colaboradores (2012), que nao encontraram correlagdo entre este
parametro e a detecgao de RV-A.

Os resultados obtidos nesta pesquisa complementam os estudos anteriores
de determinacéo da qualidade da agua da BHSCP, confirmando o comprometimento
deste manancial, ndo apenas com base na avaliagdo dos usuais parametros
microbioldgicos e fisico-quimicos, mas também com dados da contaminagao por RV-
A e sua potencial disseminac&do. Assim, estes dados pioneiros em Juiz de Fora
apontam para a necessidade de se estabelecer o monitoramento de contaminagao
por virus entéricos em ecossistemas aquaticos, de um modo geral, a fim de
aumentar a seguranca da utilizacdo destas aguas para diversas finalidades,
inclusive em face da inevitavel escassez, no futuro ndo muito distante, deste recurso

natural.
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8 CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo levaram as seguintes conclusdes:

= Os RV-A foram detectados em 62,5% dos concentrados de agua obtidos na
BHCSP, no entanto, estes dados podem ter sido subestimados, em fungcédo da baixa
eficiéncia de recuperacdo do método de concentragao viral utilizado.

= Dentre as técnicas utilizadas para deteccgao viral, a gPCR mostrou ser a mais
sensivel, permitindo a detec¢gao de um maior numero de concentrados positivos.

= A deteccdo de RV-A, assim como a carga viral foi, significativamente, maior
na area urbanizada da bacia, nao tendo sido observada associagao com a época de
coleta.

= N&o foi encontrada associagao entre a contagem de coliformes termotolerante
e a detecgdo de RV-A, os quais foram detectados mesmo nas amostras de agua que
se encontravam dentro do limite estabelecido pela legislagdo vigente. Este fato
comprova a ineficiéncia dos padrboes utilizados, atualmente, como indicadores
microbianos de qualidade da agua e torna evidente a necessidade de se estabelecer
outros indicadores de contaminacéo, incluindo indicadores virais.

= Dentre os parametros fisico-quimicos analisados, foi observado uma
associagao da detecgao de RV-A com a turbidez, o teor de nitrogénio amoniacal e o
de fésforo, ndo tendo sido encontrada relagéo significativa com pH, teor de ferro e
de oxigénio dissolvido.

= Foram encontradas correlagdes positivas, porém fracas, entre a carga de RV-
A e os parametros salinidade e temperatura da agua e auséncia de correlagdo com

a condutividade, o teor de cloreto, de cloro e a dureza da agua.

No conjunto, os resultados deste trabalho enfatizam a necessidade do

estabelecimento de parametros virolégicos para a avaliagdo da qualidade da agua.
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