Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
P6s-Graduacao em Biologia Celular e Molecular

CARMEN BAUR VIEIRA

Rastreamento microbiol6gico de fontes de contamina¢do humana e animal por marcadores virais
e avaliacdo de risco de infecgbes por virus gastroentéricos na bacia do Rio Negro, Manaus,

Amazonas.

Tese apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias

Orientadora: Dra. Marize Pereira Miagostovich

R10 DE JANEIRO
2015



Ficha catalogrifica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomédicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

V558 Vieira, Carmen Baur

Rastreamento microbioldgico de fontes de contaminagio humana e

animal por marcadores virais e avaliagio de risco de infecgbes por virus
gastroentéricos na bacia do Rio Negro, Manaus, Amazonas / Carmen
Baur Vieira. — Rio de Janeiro, 2015.

oviii, 206 f. o il. ; 30 cm.

Tese (Doutorado) — Instituto Oswaldo Cruz, Pés-Graduacio em
Biologia Celular e Molecular, 2015.
Bibliografia: f. 98-129

1. Virus gastroentéricos. 2. Microbial source tracking. 3. Avaliagao
de risco. 4. Rio Negro. |. Titulo.

CDD 616.33




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundac¢ao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Po6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

CARMEN BAUR VIEIRA

RASTREAMENTO MICROBIOLOGICO DE FONTES DE CONTAMINACAO
HUMANA E ANIMAL POR MARCADORES VIRAIS E AVALIACAO DE RISCO DE
INFECCOES POR VIRUS GASTROENTERICOS NA BACIA DO RIO NEGRO,
MANAUS, AMAZONAS.

ORIENTADORA: Dra. Marize Pereira Miagostovich

Aprovada em: 29/10/2015

EXAMINADORES:

Dr. Marcelo Alves Pinto — Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) - Presidente

Dr. Paulo Rubens Guimaraes Barrocas — Escola Nacional de Salde Publica (ENSP/FIOCRUZ)
Dr. Matias Victoria Montero — Universidad de la Republica (Uruguai)

Dra. Tatiana Xavier de Castro — Universidade Federal Fluminense (UFF)

Dra. Claudia Lamarca Vitral — Universidade Federal Fluminense (UFF)

Rio de Janeiro, 29 de outubro de 2015



Dedico esta tese aos meus amados pais, Antonio e Bel,
meu querido irmdo Henrique e meu lindo namorado Bruno,
pelo amor, apoio e estimulo.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Dra. Marize Pereira Miagostovich, pela confianga, carinho e ensinamentos
que me fizeram aprender tanto; além, € claro, pelas viagens realizadas dentro deste projeto, que

nos proporcionaram tantos bons momentos. Obrigada pelos dez anos de convivéncia.

Ao meu orientador de estagio no Instituto Nacional para Saide Publica e Ambiente (do inglés
National Institute for Public Health and the Environment e do holandés Rijksinstituut voor
Volksgezondheid en Milieu - RIVM), Bilthoven, Holanda, Dr. Martijn Bouwknegt, pelo carinho
ao me receber e proporcionar grande aprendizado na area de analise de risco. Aos Drs. Ana Maria

Husman, Jack Schijven e Peter Teunis pela participagéo e apoio ao projeto.

A coordenac&o do curso de Pos-graduacio em Biologia Celular e Molecular do IOC/FIOCRUZ e
a Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela concessdo das

bolsas de doutorado e estagio no RIVM, respectivamente.

Ao European Union 7" Framework Programme for Research, pelo financiamento do projeto

Viroclime, no qual estdo inseridas as atividades desta tese.

Ao Dr. Sérgio Luz, por abrir as portas do Laboratério de Ecologia de Doencas Transmissiveis na
Amazonia, Instituto Lebnidas e Maria Deane, FIOCRUZ Amazobnia, e fornecer todo o apoio
logistico para realizacdo das coletas de agua e concentracdo das amostras.

A Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ.

Aos Drs. Marcelo Alves Pinto, Paulo Rubens Guimardes Barrocas e Matias Victoria Montero,
por gentilmente aceitarem o convite para participar da banca examinadora desta tese, e as Dras.
Tatiana Xavier de Castro e Claudia Lamarca Vitral, por aceitarem a participagdo como suplentes.

A Dra. Tatiana Xavier de Castro, pela revisio desta tese.

A todos os participantes do projeto Viroclime, pela oportunidade do trabalho, esfor¢o conjunto e

\Y



pelo grande aprendizado proporcionado por esta interacao.

Ao grupo da FIOCRUZ Amaz6nia, em especial a Michele de Jesus e Luciete Silva, pelo apoio na
quantificacdo de bactérias e pela acolhida nos almogos e festas, e a todos 0os motoristas que nos
conduziram nas coletas e nos ajudaram a carregar todos os quilos de dgua nas bombonas, em

especial aos senhores Ricardo (in memoriam), Alex e Adilson.

A Adriana de Abreu Corréa, por ser minha grande parceira nas coletas em Manaus, 0 que nos
proporcionou, além de uma grande amizade, boas historias, como: 14 horas diarias de trabalho,
clara e gema, ver o boto, trilha na “selva amazonica”, bolo quentinho, gastroenterite em Manaus,
Pordo, All night, pér do sol no Negro, pesca de piranhas, procissdo de Sdo Sebastido, Caprichoso
ou Garantido?, Sérgio Malandro no aeroporto, vocé € personal trainner?, cair nas bombonas,
meldo por 47 reais, protecdo para o rosto com guarda-chuva do frevo, almogo no Roma e no
Gauchos, “podrao” manauara as sete da manha, almocos, piscina ¢ dormidinhas na casa da
“Madureira”, curvex do laboratorio, lavar 60 bombonas, mergulhar no encontro das aguas, bicho
preguica, dia dos namorados na pizza no cone, coleta de amostras animais, jantar fora, peixe-boi,
passeio com Marta, cupuagu, banhos de cachoeira, sanduiche ‘“caboquinho”, proficiéncias e

auditorias.

A todos os amigos do Laboratdrio de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA), por todo o

carinho e convivéncia dentro e fora dele.

A todos da Virologia Ambiental: Marize, por nos orientar, incentivar e tornar o grupo bem unido,
Tulio, pelo convivio e exemplo, e também pela primeira coleta em Manaus em 2010, e Ménica,
por estar comigo desde minha iniciagdo cientifica e pela ajuda na condugdo do projeto, em
especial com as amostras da cheia histdrica e no sequenciamento. A Fabiana e Julinha, pelo

carinho e convivéncia ao longo de todos esses anos.

A minha amiga catala Pilar Colas, por ser minha grande companheira na Holanda.

Aos meus amigos do RIVM, Radi, Willemijn, Tizza, Eri, Ankie, Harold, Sanne, Marieka, Fritz,

Arnold e Lina, pelos almogos, conversas, happy hours e pelas inimeras tentativas de me ensinar

Vi



holandés. Aos demais colegas do Instituto, pelas boas conversas nos cafés. Bedankt!!!

As queridas Bira e Mara, por me darem uma familia holandesa, e a Elisangela, pelas conversas.

A todos 0os meus amigos que me mandaram qualquer tipo de mensagem, me visitaram e apoiaram

quando estava na Holanda.

A minha grande amiga Débora, “por tudo”.

A minha amiga Carol, pelo companheirismo, boas conversas e chamegos.

Aos meus pais, Antonio e Bel, por serem a minha base e apoio, meus grandes incentivadores,

amigos e exemplos. Por me colocarem no colo, ouvirem, aguentarem e me fazerem sorrir.
Aos mimicos, irmao Henrigque e cunhada Carol, pelo amor e por estarem sempre comigo.
Ao meu namorado Bruno, que conheci escrevendo o projeto de estagio no exterior e me apoiou e
estimulou mesmo sabendo que estariamos longe fisicamente. Por todo amor e carinho ao longo

desses anos. Passou e aqui estamos.

A toda minha familia, em especial a Tia Lydia, Glaucia e Ursula, e demais amigos do universo

ndo cientifico, pela torcida, amizade e carinho que se consolidam ainda mais a cada dia.

A Deus e todos que olham por mim.

vii



“Ambiente limpo ndo € o que mais se limpa e sim 0 que menos se suja.”
Chico Xavier

viii



INDICE

LISTADE SIGLAS E ABREVIATURAS ...ttt Xiii
LISTA DE FIGURAS .ottt ettt e et e e et e e e snt e e e nnb e e e nnaeeensneas XiX
LISTA DE TABELAS .ottt st e et e e et e e e nae e e e nae e e neeeenteas XXIi
LISTA DE QUADROS ...ttt ettt bbbt e e s e XXiv
RESUMO .ttt sttt R e e s e et e e R et r e e ne e XXV
ABSTRACT ettt b et e b e et e e e bt e e bt e be e e bt e nan e e beeanee s XXVii
1. INTRODUGAD ...ttt ennens 1
1.1, A CIAAE 08 IMBNAUS .....viiviiiieiieiieieiie ettt bbbttt et bbbt b e ne e e 4
1.2. Virus gastroentéricos humanos em ambientes aqUAtICOS ..........ccccevvveveiiieveeresiieseese e 6
1.2.1. ROtaVIrus grupo A (RVA) ..ottt et sttt 7
1.2.2. CAlICIVITUS (CV) ittt ettt et 10
1.2.3. Astrovirus humanos (HASEV) .....ociiiioi et 13
1.2.4. Adenovirus humanos 40 € 41 (HAAV 40 € 41) ....ccoeiveieiieceece e 14
1.2.5. KIBSSEVITUS (IKV) ..ottt enes 14
1.2.6. Bocavirus humanos (HBOV) ......ccoooiiiiiiiisesiee e 15
1.2.7. AICNIVITUS (ATV) oottt be e s te e teare e s be e teennennen 15

1.3. Qualidade microbioldgica da dgua e 1egiSIacao ..........cccccvvveiieii i, 16
1.4. Aspectos da Virologia AmDIENTAL ... 17
1.4.1. Concentracdo e deteccdo de virus em ambientes aqUALICOS ...........cooevvrererenesereenn,s 17

1.4.2. Rastreamento microbioldgico de fontes de contaminacdo (do inglés Microbial Source

TFACKING [IMST]) 1ottt ettt e b e et e e et e e e be e enaeebeesneeetee e 19
1.4.3. ANALISE A8 RISCO ...ocvveiiieiiiiieiieete ettt et te et e te e e s e sreeteaneesteeteeneennes 21
1.4.3.1. AVAlIAGAO U8 FISCO ...ovveviiiiieiiiitieieie ettt 22

I B € 1T - o o [ 1o o RSP UR 24

1.4.3.3. COMUNICAGAOD 0 MISCO ..eeuveveeiieiieiiesieenieaiee st e i ettt sbe e be e sre e e enes 24

2. RELEVANCIA DO ESTUDO ..ottt ettt 25
O] N | I AV 1 TSRS 27
4. MATERIAL E METODOS .....cooieeeeteeeeeete e et sesiese s isses s st asnen s s 28
N T o [ =Ec 11 1o [0 J OO 28
N 1[0 111 =T =] o TP RP RO PPTUPTOTRTOP 29



4.3. CONCENLIAGAOD VITAl ..o 32

4.3.1. Avaliacdo da metodologia de floculacdo organica para concentragao viral ................. 33
4.4. Extracdo do acido nucléico e obtencdo de DNA complementar (CDNA) .......cccccevveienen, 34
4.5. Deteccéo, quantificagio e caracterizagao VIral ...........cocoovviiiiieiiiiene e, 34

4.5.1. Estabelecimento de curvas padrédo para Reacdo em Cadeia pela Polimerase quantitativa

45.3. Ensaio para avaliacdo de repetitividade e reprodutibilidade dos protocolos de

amplificacdo gendmica quantitativa como ferramentas de rastreamento microbioldgico de fontes

dE CONTAMINAGEAD ....cvviiveeiieie ittt et e et e et e s aeesteeseesbeebeaseesaeesbeenneaneenaeaneenneas 38
4.5.4. Ensaios de profiCiBNCia XEINA .........ccccveiueiieiicie et 38
4.5.5. Caracterizagio MOIBCUIAN .........ccooiiiiiii e 38

4.5.5.1. Anélise dos produtos obtidos na Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) ........ 40
4.5.5.2. Sequenciamento nucleotidico para caracterizacdo molecular ............c.cccceveeveennnn. 40
4.6. Parametros DaCLEriOIOQICOS .......ccviiieireeie ettt reesae e nne s 41
4.7. Par@metros fiSICO-QUIMICOS .....ociiiiiiiiieiee et 41
4.8. ANALISE BSLALISLICA ....veivveveerieieiesiee ettt e st e re e e e 41
e BN [T Uot- o I L= £t o TSR URSPOPUPRSOS 42
4.9.1. CONCENLIACAD VIl ....oeiviiieeie sttt ettt te e e ne e re e 43
4.9.2. V185 08 BXPOSIGAD .....eviiteiiieiieiietete sttt sttt sttt b bbbttt 44
4.9.3. Dose de particulas infecciosas INGEridas ..........ocooeerereinieieiniese e, 44
4.9.4. D0SE-RESPOSIA (DR) ..c.vviieiiiitie ittt ettt ettt aaenne s 45
4.9.5. CaraCterizaGao A0 FISCO .....ccovereeiuieeeiieeiteetesieesteeee st e ste e e reesbeeseesreesaeebesreesbeeneesreensens 46
5. RESULTADOS ...ttt et s e e e et e e e eat e e et e e e ae e e s bt e e e seeeaneeeanneeeanns 47
5.1. Avaliacdo das metodologias de concentracdo, deteccdo e quantificacdo de virus de origem

AUMANEA € ANIMAL ...ttt b et et e b e nbe e e e sreenae e 47
5.1.1. Método de FlOCUIAGAD OFJANICA ......ccveiviirieieieieie e e 47

5.1.2. Ensaio para avaliagdo de repetitividade e reprodutibilidade dos protocolos de
amplificagdo gendmica quantitativa como ferramentas de rastreamento microbiologico de fontes
(o[0T 1 =V 1= To%: Lo TSSOSO 48

5.1.3. Ensaios de profiCiNCIA EXLEINA .......cceiveiieiieie ettt 48



5.2. Monitoramento das aguas do Rio Negro e dos igarapés da cidade de Manaus/AM

considerando o ciclo hidroldgico deste rio, no periodo de janeiro de 2011 a maio de 2012, pela

deteccdo e quantificacdo de virus de origem humana e animal ...........c.cccevviiiiicve e, 50
5.2.1. Rastreamento das fontes de contaminagdo humana e animal ............ccccoovvviiiicicnenn 51
5.2.2. DeteCGa0 de VIirUS QastrOBNIEIICOS ........ocerveirierieieierieieesie ettt 52

5.2.3. Deteccéo e quantificacdo de virus de origem humana e animal de acordo com o ciclo

(o] Lo o] [T [Todole (o T8 = d To N 1N =10 o J RSP 53
5.2.4. Caracterizago moleCular d0S VITUS .........ccoeiiiieiiniiieeseseeee e 58
5.2.5. Qualidade da dgua por pardametros bacterioldgiCos ..........cccevvevereieriiese e 58

5.2.6. CorrelagBes entre adenovirus humano (HAdV) e poliomavirus JC (JCPyV) e

indicadores bacterioldgicos de contaminacdo fecal humana da 4gua ...........ccccceeveieeiiiicvecnee, 59
5.2.7. Caracterizacdo dos ambientes aquaticos por pardmetros fisico-quimicos .................... 61
5.2.8. Avaliacéo de risco de infecgdes por rotavirus grupo A (RVA) .....cooevveiiineineneene, 62

5.2.8.1. CONCENIACAD VIl ......oiveeieiieiiic et re e 64

5.2.8.2. Dose de particulas virais infecciosas ingeridas ..........ccccoeevevevveresiieieesiesieenn, 64
5.2.8.2.1. CONCENLIAGAD VIl ....ceoiviieiiiiiiiiieeee s 64

5.2.8.2.2. EfiCIENCIA 0 FECUPETAGEAD .....eivveveeiieieieriesie st 65

5.2.8.2.3. Percentual de particulas infecCiosas ...........cccovveviiieiieie e, 66

5.2.8.2.4. Volume de agua iNQerido .........cccoeiieiieiie i 67

5.2.8.3. Caracterizagio A0 MSCO .......ceiveiuiriiiieieieie sttt 70

5.3. Cheia histérica do Rio Negro em Manaus, junho de 2012 .........ccccooeieieiiicinninenesee, 72
B. DISCUSSAD ....ouiriiaireisiieeieeie sttt 79

6.1. Avaliacdo das metodologias de concentragdo, deteccdo e quantificacdo de virus de origem
AUMANA € ANIMAL ... e st e s te st et e e seesteeneenteeneesneenneens 79
6.2. Monitoramento das aguas do Rio Negro e dos igarapés da cidade de Manaus/AM

considerando o ciclo hidrolégico deste rio, no periodo de janeiro de 2011 a maio de 2012, pela

deteccdo e quantificagdo de virus de origem humana e animal ............cccooeveveieieicenieniceee, 82
6.2.1. Rastreamento das fontes de contaminagdo humana e animal ............ccocoovviieiennn 82
6.2.2. DetecGao de Virus gastrOBNTEIICOS ........ccvcrirrieiieriiiiesie sttt 82

6.2.3. Deteccdo e quantificacdo viral considerando os pontos de coleta e o ciclo hidrolégico
(o o Yo I Lo | (o PRSPPSO OPPRRRO 83

Xi



6.2.4. Qualidade da agua por indicadores bacterioldgicos e virais de contaminacdo fecal

PUMEBNA <.ttt b e b e bRt e e et et st s bt et et e n e e e et nes 85
6.2.5. Caracterizacdo dos ambientes aquaticos por parametros fisico-quimicos .................... 85
6.2.6. Avaliacao de risco de infecgdes por rotavirus grupo A (RVA) ...ccoceevveiviveieeieriennens 87

6.3. Cheia histdrica do Rio Negro em Manaus, junho de 2012 ..........cccooeiininniinieneiniene e 91

7. CONCLUSOES ....vuuiuieiieeiecte ettt 95

8. PERSPECTIVAS ...ttt bttt ettt neebe e ene s 97

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 98

LO. ANEXOS oottt e et e et e et e ana e e e e e e naeeaneeeanns 130

Anexo 1. CondicOes da reacdo de Transcricdo Reversa (RT) para obtencdo de cDNA ............. 130

Anexo 2. Condicdes das reacdes de PCR quantitativa (QPCR) para deteccdo e quantificacdo de
adenovirus humano (HAdV), poliomavirus JC (JCPyV), rotavirus grupo A (RVA), norovirus
genogrupo Il (NoV GllI), astrovirus humano (HAstV), norovirus genogrupo IV (NoV GIV),
sapovirus (SaV), bocavirus humano (HBoV), klassevirus (KV), aichivirus (AiV), adenovirus
suino (PAdV) e poliomavirus bovino (BPYV) ..ot 131
Anexo 3. CondicOes das Reacgdes em Cadeia Pela Polimerase (PCR) para caracterizacao viral 134
Anexo 4. Resultados dos ensaios para avaliacdo de repetitividade e reprodutibilidade dos

protocolos de amplificagdo gen6mica quantitativa como ferramentas de rastreamento

microbiologico de fontes de CoNtamMINACAD .........ccceevveiieiieiicic e 139
Anexo 5. Artigo aceito para PUDIICAGAD ...........ooeiiriiiiiiee e 140
ANEXO0 6. Artigo PUDHCAAO .....ocviiiiiiiiiiiicee e 165
ANEXO 7. Artigo Para SUDMISSAD ......cveiveeiieiieitieiie ettt st e ste e ste e s e sreesre s e s reesreennenreas 177

xii



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ug — micrograma

pL — microlitro

MM — micromolar

o — desvio padréo

AdV — adenovirus

AiV — aichivirus

AM — Amazonas

AstV — astrovirus

BLAST — Ferramenta Basica de Busca de Alinhamentos Locais (do inglés Basic Local Alignment
Search Tool)

BoV — bocavirus

BPyV — poliomavirus bovino (do inglés bovine polyomavirus)

CA — Califdrnia

CAPES - Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

CCL - Lista de Contaminantes Candidatos (do inglés Contaminant Candidate List)

CDC — Centro para o Controle e Prevencdo de Enfermidades (do inglés Centers for Disease
Control and Prevention)

cDNA — DNA complementar

CG - Copias de Genoma

cm — centimetro

CONAMA — Conselho Nacional de Meio Ambiente

CV — calicivirus

DALY — Incapacidade ajustada de anos de vida (do inglés Disability Adjusted Life Years)
dATP — desoxiadenosina trifosfato

dCTP — desoxicitosina trifosfato

dGTP — desoxiguanosina trifosfato

DMSO - Dimetilsufoxido

DNA — &cido desoxirribonucléico

DNAfs — DNA fita simples

Dr. — Doutor

Xiii



DR — Dose-Resposta

dTTP — desoxitimidina trifosfato

dXTP — desoxiribonucleotideo trifosfato

E. coli — Escherichia coli

EDTA — Acido etilenodiamino tetracético

EGPA — Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

EIA — Ensaio Imunoenzimatico (do inglés Immunoenzymatic Assay)
ELISA — Ensaio Imunoenzimatico (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
EV — enterovirus

ETE — Estacdo de Tratamento de Efluentes

EUA — Estados Unidos da América

F — senso (do inglés foward)

FDA — Administracdo de Alimentos e Medicamentos (do inglés Food and Drug Administration)
FIOCRUZ - Fundacédo Oswaldo Cruz

g - grama

G — genogrupo

GA — Gastroenterite Aguda

GG — genotipo

GPS — Sistema de Posicionamento Global (do inglés Global Positioning System)
h —hora

H.0 — Agua

ha — hectares

HAdV — adenovirus humano (do inglés human adenovirus)

HAdV 2 — adenovirus humano 2

HAdV 35 — adenovirus humano 35

HAdV 40 — adenovirus humano 40

HAdV 41 — adenovirus humano 41

HAstV — astrovirus humano (do inglés human astrovirus)

HAYV — virus da hepatite A (do inglés hepatitis A virus)

HEV — virus da hepatite E (do inglés hepatitis E virus)

HBoV — bocavirus humano (do inglés human bocavirus)

HCI — Acido cloridrico

Xiv



IBGE- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ICTV — Comité Internacional de Taxonomia Viral (do inglés International Committee on
Taxonomy of Viruses)

ILMD — Instituto Lednidas e Maria Deane

IOC — Instituto Oswaldo Cruz

JCPyV — poliomavirus JC (do inglés JC polyomavirus)

kb — quilobase

km — quilémetro

km? — quildmetro quadrado

KS — Kansas

KV — klassevirus

L — litro

LD — método dependente de biblioteca (do inglés library dependent method)

LI — método independente de biblioteca (do inglés library independent method)
LMP — Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva

Ltda — Limitada

LVCA — Laboratério de Virologia Comparada e Ambiental

m — metro

m? — metro clbico

mABs — anticorpos monoclonais (do inglés monoclonal antibodies)

M —molar

MDDA — Programa Brasileiro de Monitorizacdo de Doencas Diarréicas Agudas
ME — Maine

MgCl — Cloreto de magnésio

min — minuto

mL — mililitro

mm — milimetro

mm? — milimetro quadrado

mM — milimolar

mS — miliSiemens

MST — Rastreamento microbioldgico de fontes de contaminacdo (do inglés Microbial Source

Tracking)

XV



n — ndmero de vezes

N — Normal

NaHPO,— Fosfato de sodio dibasico

NaH2PO4— Fosfato de s6dio monobasico

NASBA - Reacdo de amplificagdo baseada na sequéncia de acido nucléico (do inglés Nucleic
Acid Sequence—Based Amplification)

neg — negativo

ng — nanograma

NIEH — Instituto Nacional de Saide Ambiental (do inglés National Institute for Environmental
Health e do hungaro Orszagos Kornyezetegeszsegugyi Inteze)

nm — nanémetro

NMP — Numero Mais Provéavel

NoV — norovirus

NoV GII — norovirus genogrupo Il

NoV GIV — norovirus genogrupo 1V

NT — néo tipado

NTC — Controle sem molde (do inglés No Template Control)

NY — Nova lorque

°C — graus Celsius

OMS - Organizacao Mundial de Saude (do inglés World Health Organization [WHO])
ORF — Fase Aberta de Leitura (do inglés Open Reading Frame)

p — probabilidade

p/v — peso por volume

PAdV — adenovirus suino (do inglés porcine adenovirus)

PAdV 3 — adenovirus suino 3

pb — pares de base

PCR — Reagdo em Cadeia pela Polimerase (do inglés Polymerase Chain Reaction)
PDTIS — Programa de Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para Saude

PNI — Programa Nacional de Imunizagéo

PROSAMIM - Programa Social e Ambiental dos Igarapés de Manaus

PyV - poliomavirus (do inglés polyomavirus)

XVi



QCMD - Controle de Qualidade para Diagnéstico Molecular (do inglés Quality Control for
Molecular Diagnostics)

QMRA - Avaliacdo Quantitativa de Risco Microbioldgico (do inglés Quantitative Microbial Risk
Assessment)

gPCR — Reacdo em Cadeia pela Polimerase em tempo real / PCR quantitativo

r — coeficiente de correlacao

R — reverso (do inglés reverse)

RIA — Radioimunoensaio (do inglés Radioimmunoassay)

RIVM — Instituto Nacional para Salde Publica e Ambiente (do inglés National Institute for
Public Health and the Environment e do holandés Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu)
RNA — &cido ribonucléico

RNATfd — RNA fita dupla

RNATfs — RNA fita simples

rpm — rotagdes por minuto

RT — Transcricdo Reversa

RV — rotavirus

RVA — rotavirus grupo A

RVH — rotavirus grupo H

s — segundo(s)

SaV — sapovirus

seg — segundo(s)

SNC — Sistema Nervoso Central

TBE — Tris/Borato/EDTA

TCID50 — Dose infecciosa para 50 % da cultura de tecidos (do inglés Median Tissue Culture
Infective Dose Assay)

U — unidade

UB — Universidade de Barcelona (do cataldo Universitat de Barcelona)

UFF — Unidade Formadora de Foco

UMU — Universidade de Umea (do sueco Umea Universitet)

UNT — Unidade Nefelométrica de Turbidez

UPA — Universidade de Patras (do inglés University of Patras)
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USEPA — Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (do inglés U.S. Environmental Protection
Agency)

UV — ultravioleta

v/v —volume por volume

V — Volts

VLP — Particulas Semelhantes a Virus (do inglés Virus Like Particle)

X —vezes
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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Carmen Baur Vieira

A disseminagdo de virus entéricos em ambientes aquaticos esta diretamente relacionada ao
despejo in natura de esgotos e, consequentemente, associada a doencas de veiculacdo hidrica.
Atualmente, os virus vém sendo sugeridos como marcadores espécie-especificos para
rastreamento microbiol6gico de fonte de contaminacédo fecal (Microbial Source Tracking [MST])
destes ambientes, podendo ser utilizados em estratégias de monitoramento e gestdo de bacias
hidrograficas. Neste contexto, este estudo teve como objetivo rastrear fontes de contaminacao
fecal de origem humana e animal utilizando marcadores virais e determinar a concentragdo dos
principais virus associados a gastroenterite aguda na bacia hidrografica do Rio Negro, Manaus,
Amazonas (AM), a fim de estimar o risco de infecgdes por estes virus por diferentes vias de
exposicdo da populacdo local. Com este propdsito, avaliou-se a metodologia de concentracéo
viral por floculacdo organica, além de ensaios quantitativos (QPCR) de deteccdo. Posteriormente,
realizou-se um monitoramento trimestral (2011-2012) ao longo do Rio Negro e dos igarapés da
cidade, quando 272 amostras foram coletadas, assim como uma amostragem adicional durante a
cheia historica deste rio (junho de 2012). Parametros fisico-quimicos e bacterioldgicos (E. coli e
enterococos) também foram determinados, sendo investigada uma possivel correlacdo bactéria-
virus. Adenovirus humanos (HAdV) e poliomavirus JC (JCPyV), utilizados como marcadores de
contaminagdo humana, foram detectados em 91,9 % e 69,5 % das amostras, respectivamente,
revelando a origem humana de contaminagdo dos ecossistemas estudados. Adenovirus suino
(PAdV) e poliomavirus bovino (BPyV) foram observados em baixos percentuais, 0,7 e 1,8 %,
respectivamente. Rotavirus grupo A (RVA) e norovirus genogrupo Il (NoV GIlI) foram
detectados em 23,9 % e 7,4 % das amostras, respectivamente. O NoV GlI foi detectado apenas na
estacdo seca engquanto o RVA foi prevalente na cheia, quando suas concentrag0es apresentaram
um aumento significativo. As concentra¢des dos virus humanos variaram de 102 a 108 copias de
genoma (CG)/L, sendo observadas maiores contaminagdes de HAdV e JCPyV nos igarapés e no
periodo de cheia, enquanto as concentragdes dos virus de origem animal variaram de 10' a 102
CG/L. Correlagdes de 0,274 a 0,762 foram observadas entre HAdV, JCPyV, E. coli e enterococos
e apontaram a utilizacdo de HAdV como possivel marcador viral de contaminacédo fecal humana.
Pelos resultados obtidos, realizou-se um estudo de avaliagdo de risco de infec¢bes por RVA, onde
estimou-se probabilidades médias de infecgdo variando de 0,3954 a 0,868 pela exposicdo por
atividades recreacionais ou contato mao-boca com os ambientes aquaticos de Manaus. Durante a
cheia historica do Rio Negro, demonstrou-se uma correlacdo entre o nivel de agua do rio e 0
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numero de casos de gastroenterite, assim como um aumento na concentracdo de RVA, NoV e
HAdV. A investigacdo de astrovirus e virus emergentes, como NoV GIV, sapovirus, bocavirus,
aichivirus e klassevirus, foi realizada nestas amostras, porém nao foram detectados. Globalmente,
este estudo representa um grande avango nos estudos de virologia ambiental no Brasil, sendo
pioneiro nas analises de MST e risco virologico, que demonstraram a precariedade de
saneamento basico na cidade de Manaus e o0s riscos de infeccédo viral associados a esta condicéo.
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ABSTRACT
PhD Thesis

Carmen Baur Vieira

The dissemination of enteric viruses in aquatic environments is directly related to the discharge
of raw sewage and consequently associated with waterborne diseases. Currently, viruses have
been suggested as host-specific markers for Microbial Source Tracking (MST) in these
environments, and can be used in monitoring and management strategies of watersheds. In this
context, this study aimed to assess human and animal sources of contamination by viral markers
and the concentrations of the main gastroenteric viruses in the Negro River catchment, Manaus,
Amazonas (AM), in order to estimate the risk of infection associated with the use of these waters
by the locals. For this purpose, a concentration procedure by organic flocculation and quantitative
assays (qPCR) for viruses detection were evaluated. Later, a quarterly monitoring (2011-2012)
along the Negro River and the igarapés of the city was carried out, when 272 surface water
samples were collected, as well as an additional sampling during the extreme flood of this river
(June 2012). Physico-chemical and bacteriological (E. coli and enterococci) parameters were also
measured, being investigated the correlation between viruses and bacteria. Human adenovirus
(HAdV) and JC polyomavirus (JCPyV) were used as viral markers of human contamination,
being detected in 91.9 % and 69.5 % of the samples, respectively, showing the contamination of
human origin in the study ecosystems. Porcine adenovirus (PAdV) and bovine polyomavirus
(BPyV) were detected in low percentages, 0.7 and 1.8 %, respectively. Group A rotavirus (RVA)
and genogroup Il norovirus (NoV GII) were detected in 23.9% and 7.4% of the samples,
respectively. NoV GII was detected only in the dry season whereas RVA was prevalent in the
flood season, when its concentration showed a significant increase. Concentrations of human
viruses ranged from 102 to 10° genome copies (GC)/L, being higher contaminations with HAdV
and JCPyV observed in the igarapés and during the flood season, whereas concentrations of
animal viruses ranged from 10* to 102> GC/L. Correlations between HAdV, JCPyV, E. coli and
enterococci ranged from 0.274 to 0.762 and suggested the use of HAdV as a possible viral
marker of human fecal contamination. Based on the obtained results, a risk assessment study of
RVA infection due to recreational and hand-to-mouth contacts with these contaminated waters
was carried out and the estimated mean probabilities of infection ranged from 0.3954 to 0.868.
During the extreme flood of the Negro River, a correlation between the river level and number of
gastroenteritis cases was demonstrated, as well as an increase in the concentration of RVA, NoV
and HAdV. Astrovirus and emerging viruses such as NoV GIV, sapovirus, bocavirus, aichivirus,
and Klassevirus were also investigated in these samples, but were not detected. The overall results
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of this thesis represent major advances in environmental virology in Brazil, since it is pioneer in
both MST and virological risk assessment studies, which demonstrated the precariousness of
basic sanitation in the city of Manaus and risks associated with this condition.
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1. INTRODUCAO

A agua de ma qualidade continua representando uma ameaca para a satude humana, uma
vez que grande parte da populacgéo ainda convive com abastecimento insuficiente ou inadequado
associado a falta de esgotamento sanitario. A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) estima que
4 % da carga global de doencas poderiam ser evitadas através da melhoria de abastecimento de
agua, saneamento e higiene. Assim, apesar dos avancos tecnologicos aplicados para tratamento e
monitoramento da qualidade das aguas, cerca de dois milhdes de mortes no mundo por doencas
diarréicas estdo relacionadas a estas precarias condi¢des (OMS, 2015).

O langamento de esgotos tratados e ndo tratados, direta e indiretamente, em ambientes
aquaticos é uma fonte de poluicdo fecal humana e animal das aguas, sendo responsavel pelo
aporte de diferentes microrganismos nesses ecossistemas (Fong et al., 2010; Wong et al., 2012a;
Prevost et al., 2015). A presenca de agentes patogénicos de interesse para a salde humana em
recursos hidricos € bastante variavel e dependente da natureza da fonte de contaminacdo destes
(Hipsey & Brookes, 2013). Um ndmero significativo de microrganismos patogénicos humanos,
incluindo virus, bactérias e protozoarios, é lancado em ambientes aquéticos, tanto de forma
pontual pelas tubulacbes de esgotos tratados e ndo tratados de areas urbanas e de criadouros de
animais e fossas sépticas, como por fontes difusas e intermitentes pelo escoamento urbano e
agricola, vazamentos de esgotos e inundacbes provocadas por tempestades (Figura 1.1) (Nova
Escotia Environment, 2009; Girones et al., 2010; Hipsey & Brookes, 2013).
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Figura 1.1. Representacdo esquematica de possiveis fontes de contaminagdo de recursos

hidricos por microrganismos patogénicos. Adaptado de Nova Escotia Environment, 2009.

Os virus entéricos humanos estdo entre os principais patdgenos associados a surtos de
veiculacdo hidrica. Transmitidos pela via fecal-oral, infectam o trato gastrointestinal dos
hospedeiros, sendo excretados em altas concentracdes nas fezes e lancados nos esgotos, podendo
atingir diferentes ambientes aquaticos, como oceanos, rios, aguas destinadas a recreacdo e agua
potavel (van Heerden et al., 2005; Sinclair et al., 2009; Calgua et al., 2013a; Fumian et al., 2013;
Ming et al., 2014).

Diferentes virus entéricos associados a surtos de veiculagdo hidrica foram classificados
como de importancia moderada e alta para a satude pela OMS, sendo eles os adenovirus (AdV),
astrovirus (AstV), virus da hepatite A (HAV) e E (HEV), rotavirus (RV), norovirus (NoV) e
outros calicivirus (CV) e enterovirus (EV), incluindo virus coxsackie e poliovirus, além dos virus
excretados pela urina, como poliomavirus (PyV). Embora a maioria esteja associada a casos de
gastroenterite aguda (GA), alguns sdo responsaveis por doencas mais graves, como hepatite,
encefalite, meningite, miocardite e cancer (OMS, 2003, 2011b). Estes microrganismos
apresentam diferencas estruturais e gendémicas, mas compartilham propriedades que os tornam
particularmente preocupantes quanto ao risco de doencas associadas a contaminagdo da agua:

baixas doses infecciosas (31 % de risco de infeccdo pelo contato com uma particula de RV e 50
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% para NoV), excregdo em altas concentragdes mesmo em casos assintomaticos (10! particulas/g
de fezes), alta estabilidade, persisténcia no ambiente e resisténcia a desinfeccdo (Fong & Lipp,
2005; Teunis et al., 2008; Rodriguez-Lazaro et al., 2012).

Apesar de mais de 150 tipos de virus j& terem sido encontrados nos ambientes aquéticos,
estudos apontam a utilizagdo de virus com genoma DNA, incluindo adenovirus humanos (HAdV)
e poliomavirus JC (JCPyV), como possiveis indicadores virais de contaminacao fecal humana.
Fatores como alta prevaléncia, estabilidade no ambiente, associacdo a quadros de infeccbes
persistentes e excrecdo durante todo o ano em diferentes regides geograficas (Pina et al., 1998;
Hundesa et al., 2006; McQuaig et al., 2009; Wong et al., 2012a; Bofill-Mas et al., 2013) tém
contribuido para isto.

Em 1998, a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA, do inglés U.S.
Environmental Protection Agency) incluiu os HAdV na sua primeira Lista de Contaminantes
Candidatos (CCL-1, do inglés Contaminant Candidate List) como parte do Safe Drinking Water
Act, principal lei que garante a qualidade da agua potavel nos Estados Unidos, em funcdo das
suas implicacdes na saude publica e das ocorréncias frequentes em muitos ambientes aquéticos
(USEPA, 1998). Adicionalmente, virus entéricos humanos estdo descritos como possiveis
indicadores alternativos nos critérios de qualidade de agua recreacional desta mesma agéncia
(USEPA, 2012).

O relato de diferentes estudos demonstrando que 0s parametros bacterianos ndo séo
suficientes para determinar de forma segura a qualidade da agua (Gerba et al., 1979; Pusch et al.,
2005; Wong et al., 2009; Payment & Locas, 2011) alavancou os estudos na area de virologia
ambiental, principalmente no que diz respeito ao estabelecimento e validacdo de metodologias de
recuperacgdo viral a partir de diferentes matrizes aquaticas (Katayama et al., 2002; Haramoto et
al., 2005; Calgua et al., 2008, 2013b), a definicdo de parametros viroldgicos (Pina et al., 1998;
Bofill-Mas et al., 2006; Silva et al., 2011) e a estudos de avaliagdo de risco (Teunis et al., 2009;
Kundu et al., 2013; Chigor et al., 2014).

Neste contexto, este estudo esta inserido no macroprojeto intitulado “Impacto da mudanca
climatica sobre o destino, transporte e gestdo de risco de patdgenos virais na agua (Viroclime)”,
aprovado e financiado pela European Union 7" Framework Programme for Research, contrato
numero 243923. O projeto teve como objetivo integrar a virologia a ciéncia das mudancas
climéticas, pela realizacdo de cinco estudos de caso em areas vulnerdveis a estas mudangas,

principalmente aquelas associadas a eventos de chuva, a fim de desenvolver e aplicar modelos
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matematicos para estimar mudangas na exposi¢cdo a particulas virais em condicdes definidas e
associadas as alteracOes climaticas. Em adicdo a este estudo realizado na cidade de Manaus,
regido Amazonica, foram realizados estudos na Espanha, Grécia, Hungria e Suécia. Em sua
primeira etapa, o projeto envolveu avaliagdo de metodologias de concentragéo e quantificagéo
viral em amostras ambientais para rastreamento da origem da contaminagdo fecal nestas
amostras, avaliacdo da correlacdo entre parametros bacterioldgicos e virais como marcadores de
contaminacdo fecal em corpos hidricos nos diferentes paises dos estudos de caso e andlise de
risco virologico. Por ser uma regido vulneravel a mudancas climéticas, a cidade de Manaus,

localizada no coracdo da Amazonia, representa um hot spot, sendo por isto objeto deste estudo.

1.1. A cidade de Manaus

Como diversas cidades brasileiras que sofrem um répido crescimento demogréafico
associado a um processo de urbanizacdo desordenado, Manaus apresenta uma degradacdo
ambiental resultante do impacto antropogénico principalmente caracterizado pelo desmatamento
e despejo de esgotos in natura em seus corpos hidricos (Couceiro et al., 2007; Miagostovich et
al., 2008). A cidade densamente povoada apresenta baixos indices de saneamento, sofre com as
cheias do Rio Negro e com um elevado percentual de casos de diarréia ocorridos anualmente
(Satyamurty et al., 2013; Instituto Trata Brasil, 2015; MDDA, 2015).

Manaus esta inserida em quatro bacias hidrogréficas (Taruma-Acu, Puraquequara, Sao
Raimundo e Educandos), todas contribuintes da grande bacia do Rio Negro, que compreendem
areas rurais e urbanas e apresentam diferentes graus de degradacdo ambiental (Projeto GEO
Cidades, 2002).

A bacia hidrografica do Tarum&-Acu compreende as zonas norte e oeste do municipio de
Manaus. Seu principal curso d"agua é o Rio Taruma-Acu, afluente da margem esquerda do Rio
Negro. Apesar de problemas ambientais decorrentes de acBes antrdpicas na regido, como
exploragcdes mineral, vegetal e animal, esta ainda apresenta a maior parcela de caracteristicas
naturais da floresta amazonica circunvizinhas a Manaus. Nesta bacia esta localizado um dos
principais espagos da cidade destinados ao lazer da populagdo, o balneario de Ponta Negra
(Projeto GEO cidades, 2002; Costa, 2011).

A bacia de Puraquequara, além de apresentar-se na area urbana de Manaus, apresenta
areas consideradas como de uso agricola. O Rio Puraquequara € afluente da margem esquerda do
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Rio Amazonas e ainda mantém muito de suas caracteristicas naturais, apesar de j& serem
observados impactos na regido (Projeto GEO cidades, 2002).

Nas bacias do Sdo Raimundo e Educandos se encontram 0s principais igarapés que
drenam a cidade de Manaus. O igarapé do S& Raimundo, que drena Varios bairros e recebe
diferentes nomes ao longo da cidade até a sua desembocadura no Negro, apresenta problemas
decorrentes do precario saneamento basico da cidade, como poluicdo, assoreamento e obstrucéo
pela remocdo da vegetacdo de grande porte e mata ciliar, presenca de grande quantidade de
residuos sélidos e lancamento de efluentes domesticos e industriais. Segundo dados do Programa
Social e Ambiental dos Igarapés de Manaus (PROSAMIM) do Sdo Raimundo, mais de 50 % das
residéncias abrangidas neste programa langam seus esgotos brutos diretamente nos igarapés, 35%
na rede publica de drenagem e menos de 2 % faz uso de fossa rudimentar. Algumas galerias de
aguas pluviais também recebem esgotos que escoam pelas sarjetas das vias (PROSAMIM I1I —
RIMA, 2012).

Em decorréncia da ocupacdo e ndo preservacdo das suas nascentes, grande parte dos
igarapés da bacia do Sdo Raimundo tém seus regimes de escoamento dependentes das chuvas e
descargas sanitarias. Assim, suas vazdes e niveis de agua sdo pequenos durante a seca e grandes
durante os periodos de chuva. Além disso, durante o periodo da cheia, as 4guas do Rio Negro
inundam as areas mais baixas, ocupando vias de acesso e enchendo os igarapés (PROSAMIM 1|
- RIMA, 2012).

O igarapé do Quarenta, principal tributario da bacia do Educandos, apresenta problemas
de degradacao de sua nascente e derivados das baixas condi¢des de saneamento semelhantes aos
da bacia do Sdo Raimundo, assim como poluicdo por efluentes provenientes das atividades de
cerca de 400 industrias de diferentes setores, como quimico, metallrgico e eletroeletrdnico. Esta
area € uma das poucas com coleta de esgotos na cidade, representando 39 % da rede de Manaus.
Entretanto, os esgotos coletados na bacia do Educandos séo dispostos sem tratamento no Rio
Negro pelo emissario subfluvial ja existente. Adicionalmente, parte dos domicilios,
especialmente os ribeirinhos, langam seus esgotos brutos diretamente nos corpos d"agua.
Somente na area abrangida pelo PROSAMIM do Educandos, existem 342.167 moradores, dos
quais 36.000 se encontram em situacao potencial de risco (PROSAMIM, 2004).

As condicGes sociais e ambientais da populacdo ribeirinha associadas a falta de
saneamento em ambas as bacias sdo fatores que contribuem para a proliferacdo de doengas de
veiculag&o hidrica, incluindo as diarréias, nestas regides. As enchentes dos rios e os altos indices
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pluviométricos também séo fatores que contribuem para o agravamento do quadro. O problema
ambiental de origem hidrica nessas areas também esta associado a distribuicdo de adgua potavel
para a populacdo, principalmente aqueles que estdo localizados em areas irregulares ou
estabelecidos recentemente e que utilizam ligacdes ndo oficiais, pocos e cacimbas, levando a
populacdo a ingestdo de &gua contaminada (PROSAMIM, 2004; PROSAMIM IlI — RIMA,
2012).

Dados obtidos pelo Programa Brasileiro de Monitorizacdo de Doengas Diarréicas Agudas
(MDDA, 2015) demonstram um grande nimero de casos de diarréia na cidade, principalmente
nos periodos de cheia do Rio Negro em alguns anos (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Numero de casos notificados de gastroenterite e nivel do Rio Negro em Manaus
durante um periodo de oito anos, 2006-2013. Dados do nivel do rio de 2010 ndo estavam

disponiveis para todos 0S meses. Programa Brasileiro de Monitorizagdo de Doengas Diarréicas Agudas
(MDDA, 2015); Porto de Manaus (2015).

1.2. Virus gastroentéricos humanos em ambientes aquaticos

Embora os virus transmitidos por veicula¢do hidrica sejam responsaveis por diferentes
doencas, a GA é a mais comumente relatada (Gibson, 2014). Essa enfermidade é a principal
causa de morte em criancas em todo o mundo, perdendo apenas para pneumonia € mortes
neonatais. Em 2013, a diarréia foi responsavel pelo ébito de 578.000 (448.000-750.000) criangas
de até cinco anos em todo o mundo (Liu et al., 2015).
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Responsaveis por surtos e casos esporddicos de GA, virus com genoma RNA como 0s
NoV, os rotavirus grupo A (RVA) e os AstV e virus com genoma DNA como os HAdV entéricos
40 e 41 vém sendo detectados em amostras ambientais e estdo relacionados a casos esporadicos e
surtos de diarréia transmitidos pelo contato com &gua contaminada (Hejkal et al., 1982; Villena et
al., 2003; Smith et al., 2006; Sinclair et al., 2009; Mellou et al., 2014).

Enquanto RVA, NoV, AstV e HAdV entéricos sdo responsaveis pela maior parte dos
casos, aproximadamente 40 % dos episodios e 24 % dos obitos por GA em todo 0 mundo sdo de
etiologia desconhecida (Holtz et al., 2009; Lanata et al., 2013). A utilizacdo de metodologias
moleculares para deteccdo e caracterizacdo de patdgenos virais tem proporcionado a maior
deteccdo e também a descricdo de diferentes agentes associados a quadros de GA, como
norovirus genogrupo IV (NoV GIV), sapovirus (SaV), klassevirus (KV), bocavirus (BoV) e
aichivirus (AiV). A circulacdo destes agentes vem sendo comprovada por estudos de deteccdo em
amostras de esgotos e dguas contaminadas por esgoto em diferentes regides (Hamza et al., 2009b;
Kitajima et al., 2009, 2011a, 2011b; Sano et al., 2011; Calgua et al., 2013a; Haramoto & Otagiri,
2013; Lodder et al., 2013).

1.2.1. Rotavirus grupo A (RVA)

Os RV pertencem a familia Reoviridae, subfamilia Sedoreovirinae, género Rotavirus, e
sdo 0s principais agentes etiolégicos associados a 6bitos de criangas com idade inferior a cinco
anos por diarréia em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Desselberger, 2014). Sao
estimados 197.000 6bitos associados a estes patdgenos, com 23 criancas perecendo a cada hora
(Lanata et al., 2013).

A particula viral ndo envelopada mede aproximadamente 70 nm de didmetro e possui
simetria icosaédrica (Figura 1.3). O virion possui trés camadas protéicas: externa, interna e core.
A camada externa é composta pelas proteinas VP4 e VVP7, a interna pela proteina VP6 e o core
pelas proteinas VP1, VP2 e VP3, onde também se encontra seu genoma composto de 11
segmentos de RNA fita dupla (RNAfd) (Greenberg & Estes, 2009; Desselberger, 2014).
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Figura 1.3. Aspectos estruturais e genémicos dos rotavirus grupo A (RVA). A — Eletroforese
em Gel de Poliacrilamida (EGPA) demonstrando seus 11 segmentos de RNAdf numerados a
esquerda e as proteinas codificadas por eles a direita. B — Reconstrucao da camada tripla por crio-
microscopia eletrénica. As espiculas de VP4 estdo representadas em laranja e a proteina VP7 em
amarelo. C — Vista em corte da tripla camada demonstrando a camada de VP6 interna em azul e
camada de VP2 em verde com as enzimas de transcricdo em vermelho ancoradas no seu interior.
D — Representacdo esquematica da organizacdo do genoma com 0S segmentos representados
como espirais conicas invertidas em torno das enzimas de transcricdo (mostradas como bolas

vermelhas) no interior da camada de VP2 em verde. (A) Adaptado de Greenberg & Estes, 2009; (B — D)
Adaptado de Desselberger, 2014.

Os RV sdo divididos em oito grupos ou espécies (A-H), com base nas propriedades
antigénicas ou, mais recentemente, nas sequéncias de nucleotideos da proteina VP6 (ICTV,
2015). Os grupos A, B e C tém sido encontrados tanto em humanos quanto em animais e 0S
grupos D-G identificados somente em animais (Matthijnssens et al., 2012). O RVH foi descrito
associado a infecgdes em adultos e um RV semelhante detectado em suinos (Wakuda et al., 2011,
Matthijnssens et al., 2012). Os RVA sdo os RV mais importantes epidemiologicamente, por
serem 0s principais responsaveis por casos de GA em criangcas em todo o mundo (Desselberger,
2014).

A classificacdo binaria dos RVA pelas proteinas VP4 e VP7 em sorotipos e gendtipos
representados pelas letras P (sensibilidade a protease) e G (glicoproteina), respectivamente, é a
mais comumente utilizada. Para G tipo, 0s sorotipos e gendétipos sdo correspondentes (por
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exemplo, G1, G2, etc), enquanto para o0 P ha mais genotipos que sorotipos estabelecidos em
funcdo de ndo haver soros e anticorpos monoclonais (mABs) para a tipagem. Assim, uma
nomenclatura dupla foi introduzida: P1A[8] representa sorotipo 1A e gendtipo 8 (Coulson et al.,
1996; Estes & Greenberg, 2013; Desselberger, 2014).

Matthijnssens e colaboradores (2008, 2011) propuseram um novo sistema de classificacdo
para 0s RVA tendo como base as relacGes filogenéticas de todos os seus segmentos génicos. Por
este sistema, diferentes genotipos sdo descritos para cada um dos segmentos segundo valores de
cut-off especificos de identidade nucleotidica e também é possivel avaliar completamente a
diversidade genética, eventos de reassortments, genes que influenciam a restricdo ou nao a
hospedeiros, replicacdo e viruléncia, além da dindmica e as relacbes evolutivas dos RVA co-
circulantes na populacéo.

Até o momento, foram descritos 27 G tipos, 37 genotipos P e 27 sorotipos P (Estes &
Greenberg, 2013; Desselberger, 2014) e, apesar de mais de 40 combinacdes G-P ja& terem sido
descritas, estudos de epidemiologia molecular tém demonstrado que, globalmente, a grande
maioria dos RVA associados a doenca diarréica tem as combinacdes G1P[8], G2P[4], G3P[8],
G4P[8], ou G9P[8], sendo o G1P[8] o mais prevalente. Em funcdo de ano e lugar, os tipos G e P
podem variar e 0s genétipos descritos como ndo-usuais G1P[4], G1P[6],G2P[6],G3P[6], G2P[8],
G9P[4], G12P[6] e G12P[8] tém sido encontrados em diferentes regides (OMS, 2011a).

Desde que os RV foram descritos como importantes patdgenos entéricos em criangas,
cientistas e médicos uniram esforcos para desenvolver uma vacina para este agente. Atualmente,
duas vacinas atenuadas estdo licenciadas e vem sendo utilizadas em 77 paises: a monovalente
G1P[8] Rotarix® (GlaxoSmithKline Biologicals) licenciada em 2005 e a pentavalente G1, G2,
G3, G4 e P[8] RotaTeq® (Merck & Co.) em 2006. A introducdo destas vacinas reduziu
significativamente o numero de visitas médicas, hospitaliza¢cdes e mortalidade infantis associadas
aos RVA, apesar de ensaios clinicos indicarem que as vacinas sdo menos eficazes em alguns
paises de baixa renda (Desselberger, 2014; PATH, 2015).

O Brasil introduziu a Rotarix® no seu Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) em margo
de 2006 e foram observadas reducdes na deteccdo de RVA de 38 % em 2005 para 24 % em 2007
(Carvalho-Costa et al., 2009). Em estudo de revisdo sobre o impacto da vacinacdo de RVA no
Brasil, Linhares & Justino (2014) demonstraram reducdes de 48 e 54 % nas hospitalizacOes e
Obitos entre criancas com idade inferior a um ano, respectivamente. As combinagdes mais

frequentemente encontradas em periodos pré-vacinais foram G1P[8]/G1P[ndo tipado (NT)]
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(43%), GOP[8]/GIP[NT] (20 %), G2P[4]/G2P[NT] (9 %) e observou-se a reemergéncia do
G2P[4] no periodo pos-vacinal, provavelmente refletindo oscilagcdes naturais de genotipos de
RVA (Leite et al., 2008; Carvalho-Costa et al., 2011; Linhares & Justino, 2014).

A presenca destes virus em ecossistemas aquaticos € um grande problema de salde
publica devido ao seu impacto sobre as criangas, baixa dose infecciosa, persisténcia e elevadas
taxas de excrecdo. Estima-se uma emissdo global de 2 x 10*® particulas virais/quadrante de 0,5
grau latitude x 0,5 grau de longitude/ano, dos quais 87 % sdo emitidas pela populacdo urbana
(Kiulia et al., 2015).

Os RVA vém sendo detectados em ambientes aquaticos, inclusive no Brasil, e diferentes
casos de veiculacdo hidrica foram relatados em vérios paises (Rutjes et al., 2009; Prado et al.,
2011; Calgua et al., 2013a; Fumian et al., 2013; Kluge et al., 2014; Mellou et al., 2014; Ming et
al., 2014).

1.2.2. Calicivirus (CV)

Os CV pertencem a familia Caliciviridae, que compreende os géneros Norovirus,
Lagovirus, Nebovirus, Sapovirus e Vesivirus (Clarke et al., 2012). Esse grupo compreende virus
RNA fita simples (RNAfs), polaridade positiva, ndo-envelopados, de simetria icosaédrica, de 40

nm de didmetro (Figura 1.4).

Figura 1.4. Morfologia dos calicivirus (CV). A — Particulas de virus Norwalk em filtrado de
fezes visualizado por micrografia eletronica. B — Microscopia eletronica de VLP de sapovirus
(SaV). Barra 100 nm. (A) Green et al., 2000; (B) Hansman et al., 2007.
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O género Norovirus esta dividido em cinco genogrupos (Gl, Gll, GGlIl, GIV e GV),
sendo os genogrupos I, 11 e IV responsaveis por infeccdes em humanos (Clarke et al., 2012). Um
sexto genogrupo (GVI) estd reconhecido e ainda ndo incluido na classificacdo do Comité
Internacional de Taxonomia Viral (ICTV, do inglés International Committee on Taxonomy of
Viruses) (Green, 2013) e um possivel sétimo genogrupo (GVII) esta sendo sugerido por Tse e
colaboradores (2012). Os G sdo ainda constituidos de gendtipos (GG) (Figura 1.5), sendo o NoV
Gl genotipo 4 (Gl1.4) o predominantemente detectado globalmente (Green, 2013; Vinjé, 2015).

Genogrupo VII
(caninos)
Genogrupo III
(bovinos)

Gil.5 Gll2

Genogrupo II

(humanos e suinos)

Genogrupo I
(humanos)

Genogrupo VI
(caninos)

'+ Genogrupo V

Gt ™
enogrupo (murinos)

(humanos, felinose
caninos)

Figura 1.5. Classificacdo dos norovirus (NoV) em sete possiveis genogrupos (Gl - GVII) e
seus gendtipos com base na sequéncia de aminoacidos da proteina VP1 do capsideo viral. A

seta indica o gendtipo Gll.4. Adaptado de Vinjé, 2015.

Os NoV séo a principal causa de surtos de GA em todo o mundo. Estima-se que eles
sejam responsaveis por pelo menos 95 % dos surtos de gastroenterite ndo bacteriana e 50 % de
todos os surtos de gastroenterite mundialmente (Karst, 2010). Estes virus sdo também
importantes em casos esporadicos em todos 0s grupos etarios, sendo responsaveis por 12 % dos
casos de GA esporadica em criangas menores de cinco anos e 12 % dos casos de diarréia leve e
moderada em individuos de todas as faixas etarias. Estima-se que, a cada ano, os NoV causem
64.000 episodios de diarréia que requerem hospitalizacdo e 900.000 consultas clinicas de criangas

nos paises desenvolvidos e até 200.000 mortes de criangas menores de cinco anos nos paises em
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desenvolvimento, onde mais de 95 % dos ébitos por diarréia ocorrem (Patel et al., 2008). Depois
da introducdo da vacinacdo para RV, a causa predominante de hospitalizacdes de criancas
apresentando quadros de GA esta associada a infeccBes por estes virus (Koo et al., 2013; Payne et
al., 2013; Bucardo et al., 2014).

Varios fatores contribuem para a natureza explosiva de surtos de GA associados aos NoV,
incluindo a alta infecciosidade, a persisténcia no ambiente, excre¢do prolongada por individuos
sintomaticos e assintomaticos e auséncia de imunidade duradoura (Sinclair et al., 2009; Karst,
2010; Pringle et al., 2015).

No Brasil, estudos epidemioldgicos vém demonstrando a importancia deste patégeno em
casos de GA, especialmente os NoV GII (Fioretti et al., 2011, 2014), assim como estudos de
virologia ambiental vém demonstrando a sua disseminacdo em diferentes ecossistemas aquéaticos
(Victoria et al., 2010; Moresco et al., 2012; Vieira et al., 2012; Fumian et al., 2013; Keller et al.,
2013).

Os NoV GIV causam infeccdes em cées, felinos e humanos e estdo divididos em dois
gendtipos, GIV.1 e GIV.2, sendo o primeiro associado a infec¢gbes em humanos. Poucos trabalhos
tém sido publicados e demonstram uma baixa prevaléncia desses NoV em casos de gastrenterite
(Vinjé & Koopmans, 2000; Bon et al., 2005; Eden et al., 2012; Muscillo et al., 2013; Ao et al.,
2014). Entretanto, a detec¢cdo dos NoV GIV em amostras ambientais, especialmente em efluentes,
indica que eles sdo frequentes em seres humanos (La Rosa et al., 2008; Kitajima et al., 2011b;
Muscillo et al., 2013; Han et al., 2014). Além disso, estudos indicaram prevaléncia de anticorpos
anti GIV.1 em até 44 % de amostras humanas analisadas na Italia (Di Martino et al., 2014). Pelo
nosso conhecimento, ndo ha relatos de casos de GA associados ao NoV GIV no Brasil, assim
como dados de sua prevaléncia em amostras ambientais.

Os SaV (Figura 1.4) pertencem ao género Sapovirus, que compreende cinco genogrupos
(GI-GV) divididos em 16 genotipos (GI.1-G1.7, GIL.1-GIL7, GIV e GV). Os GI, Gll, GIV e GV
causam infeccdo em humanos, enquanto GllII infecta suinos (Hansman et al., 2007; Oka et al.,
2012). Esses virus causam surtos e casos esporadicos de GA em criancas e adultos, com
prevaléncia variando em cada pais e cenario e provavelmente afetadas pelas técnicas de deteccédo
utilizadas. Entretanto, uma serie de trabalhos demonstra que as taxas de deteccdo de SaV séo
geralmente muito menores que as dos NoV (Hansman et al., 2007; Borrows & Turner, 2014;
Chhabra et al., 2014; Wang et al., 2014; Osborne et al., 2015; Thongprachum et al., 2015). No
Brasil, em trabalho realizado por Xavier e colaboradores (2009), os SaV foram detectados em

12


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muscillo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23943065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ao%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25151627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muscillo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23943065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Martino%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25340375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chhabra%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25460823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24507803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osborne%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25776578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thongprachum%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25881021

menos de 1 % das amostras de fezes de criancas com quadro de GA. A pesquisa de SaVs em
amostras ambientais tem sido em grande parte ofuscada pela dos NoVs, apesar de trabalhos
demonstrarem a sua prevaléncia em diferentes ambientes aquaticos (Kitajima et al., 2011b; Sano
etal., 2011; Murray et al., 2013).

1.2.3. Astrovirus humanos (HAstV)

Os AstV sdo importantes patdgenos associados a quadros diarréicos na infancia, sendo
responsaveis por cerca de 15.000 6bitos associados a gastroenterites virais em criangas com idade
inferior a cinco anos (Lanata et al.,, 2013). Sdo virus de RNAfs, polaridade positiva, nao
envelopados, de simetria icosaedrica, de 28-41 nm de didmetro e sdo assim denominados em
funcdo da forma de estrela (do grego astron) que possuem ao serem observados em microscopia
eletronica (Bosch et al., 2014). Pertencem a familia Astroviridae, que compreende 0s géneros
Mamastrovirus e Avastrovirus, infectando mamiferos, inclusive humanos (HAstV), e aves,
respectivamente. Trés grupos divergentes de HAstVs estdo reconhecidos atualmente: o HAstV
classico (MAstV 1), que apresenta oito sorotipos gendtipo-correspondentes (HAstV 1-8)
subdivididos em linhagens e € o mais prevalente nos casos de GA infantil, o HAstV-MLB
(MAstV 6), que compreende trés genétipos (MLB1-MLB3), e 0 HAstV-VA/HMO (MAstV 8 e
MAstV 9), que apresenta quatro gendtipos (VAL-VA4). Estes dois dltimos HAstV foram
descritos a partir de 2008 e diferencas antigénicas ainda precisam ser investigadas (Bosch et al.,
2014).

Sua prevaléncia no ambiente varia de acordo com o local e tipo de dgua, podendo chegar
a 45 % em amostras de esgoto (Pusch et al., 2005; He et al., 2012; Victoria et al., 2014b; Prevost
et al., 2015). HAstV MLB foram identificados em amostras ambientais do Uruguai (Lizasoain et
al., 2015). No Brasil, a prevaléncia de HAstV em amostras clinicas de criangas com quadros de
GA varia de 0 a 9,2 % de acordo com a regido. O HAstV-1 é o gen6tipo mais encontrado, apesar
de outros gendtipos, inclusive o MLB1, serem detectados (Ferreira et al., 2012; Raboni et al.,
2014; Amaral et al., 2015; Xavier et al., 2015). Estudos tém demonstrado a presenca desses virus
em amostras de esgoto do pais, porém também em menor prevaléncia que os demais virus

entéricos (Guimardes et al., 2008; Miagostovich et al., 2008; Fumian et al., 2013).

13



1.2.4. Adenovirus humanos 40 e 41 (HAdV 40 e 41)

Os HAdV pertencem a familia Adenoviridae, género Mastadenovirus, e estdo descritos 68
tipos divididos em sete espécies (A — G) (Ghebremedhin, 2014). As infec¢des por AdV variam de
acordo com suas espécies, sendo os HAdV F, tipos 40 e 41, associadas a casos de GA em
diferentes partes do mundo. Outras espécies como A, C e D também tem sido associadas a estes
casos (Berk, 2013; Chhabra et al., 2013, 2014; Moyo et al., 2014; La Rosa et al., 2015;
Thongprachum et al., 2015). Estima-se que os HAdV sejam responsaveis por 22.000 ébitos de
criangas com idade inferior a cinco anos por quadros de GA (Lanata et al., 2013).

No Brasil, diferentes tipos de HAdV vém sendo detectados em amostras de criancas
hospitalizadas com GA, sendo os HAdV 40 e 41 com prevaléncias superiores a 40 % nessas
amostras (Filho et al., 2007; de Freitas et al., 2010; Amaral et al., 2015). Os HAdV 40 e 41
também tém sido detectados em amostras ambientais no Brasil e no mundo, apesar de nenhum
surto de GA de veiculacdo hidrica ter sido reportado como associado a estes virus (Sinclair et al.,
2009; Prado et al., 2011; Fumian et al., 2013; Kluge et al., 2014).

1.2.5. Klassevirus (KV)

Os KV (de Kobu-Like virus Associated with Stool and Sewage) foram identificados por
Holtz e colaboradores (2009) em amostras de fezes coletadas de pacientes com diarréia aguda na
Australia e nos Estados Unidos da América (EUA) e esgoto de Barcelona e sdo 0s novos
membros da familia Picornaviridae, uma familia altamente diversificada que contém virus
pequenos, ndo envelopados e de genoma RNATfs de polaridade positiva.

Desde sua descricdo, os KV foram detectados na Coréia do Sul, China e EUA, sendo
associados a gastroenterite em criancas (Greninger et al., 2009; Han et al., 2010; Shan et al.,
2010). A sua detecgdo em amostras de rio do Japéo e do Rio de Janeiro e esgoto dos EUA, Japao
e Coréia do Sul também demonstram a sua prevaléncia em diferentes regiées do mundo (Calgua
et al., 2013a; Haramoto & Otagiri, 2013; Haramoto et al., 2013; Han et al., 2014; Kitajima et al.,
2014).
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1.2.6. Bocavirus humanos (HBoV)

Os HBoV pertencem a familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae e género Bocavirus.
Sdo virus DNA fita simples (DNATfs), ndo envelopados, de simetria icosaédrica e de
aproximadamente 25 nm de didmetro. Foram descritos por Allander e colaboradores (2005) a
partir de amostras de trato respiratorio (HBoV1) e, em 2009-2010, este género foi ampliado com
a inclusdo de trés novas espécies, HBoV2 (subdividida em estirpes A e B), HBoV3 e HBoV4,
encontradas em amostras fecais provenientes de quadros gastroentéricos (Arthur et al., 2009;
Kapoor et al., 2009, 2010). Apesar de associado a infec¢des respiratorias, 0 HBoV1 também foi
detectado em amostras de fezes, embora a associacdo com a diarréia pareca mais fraca que com
sintomas respiratorios. Cepas de HBoV1 mostram um grau muito baixo de variabilidade genética
e sdo as mais prevalentes em todo o mundo (Kapoor et al., 2010).

HBoV tem sido detectado em quadros gastroentéricos como Unico agente etiolégico ou
em co-infeccdes em diferentes regies, como Ird, Brasil, Chile e Japdo (Khamrin et al., 2012;
Levicanet al., 2013; Romani et al., 2013; Campos et al.,, 2015), enquanto, em amostras
ambientais, os mesmos foram detectados em &guas de rio da Alemanha (Hamza et al., 2009b) e
esgoto nos EUA (Blinkova et al., 2009).

1.2.7. Aichivirus (AiV)

Os AiV pertencem a familia Picornaviridae, género Kobuvirus, e inclui trés espécies,
Aichivirus A, B e C. As espécies A consistem em quatro membros geneticamente distintos e com
diferentes hospedeiros: AiV-1 (humanos), kobuvirus canino 1, kobuvirus felino e kobuvirus
murino 1. Os AiV B e C apresentam trés e um membros, respectivamente, e infectam somente
animais (http://www.picornaviridae.com/kobuvirus/kobuvirus.htm).

Os AiV-1 sdo virus pequenos (30 nm de diametro), esféricos, ndo envelopados e possuem
RNATfs de polaridade positiva, de aproximadamente 8,3 quilobases (kb) de comprimento (Reuter
et al., 2011). Estes virus estdo associados a casos de GA e sdo frequentemente detectados em
diversos tipos de amostras ambientais, tais como esgoto, agua de rio, aguas subterraneas e
moluscos, sugerindo que é um agente patogénico emergente associado a contaminagdo do
ambiente e potencialmente apresenta agua e alimentos como vias de transmissdo (Kitajima &

Gerba, 2015). No Brasil, os AiV foram detectados em 0,8 % de amostras clinicas de criangas com
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quadro de GA (Santos et al., 2015). Entretanto, ndo ha relatos da sua deteccdo em amostras

ambientais no pais.

1.3. Qualidade microbioldgica da agua e legislagédo

O monitoramento microbiolégico da qualidade da agua vem sendo baseado em
indicadores bacterianos, como coliformes termotolerantes, Escherichia coli (E. coli) e
enterococos. Entretanto, a utilizacdo destes indicadores apresenta limitacbes, uma vez que as
bactérias sdo mais sensiveis a inativacdo, aos processos de tratamento e a luz solar quando
comparadas a outros patdgenos, tém a capacidade de se multiplicar em alguns ambientes e uma
baixa correlacdo com a presenca de outros agentes patogénicos, como 0s virus. Assim, surtos de
doencas virais de veiculacdo hidrica tém sido descritos quando as aguas estdo consideradas
adequadas segundo os indicadores bacterioldgicos (Hejkal et al., 1982; Pina et al., 1998; Sinclair
et al., 2009; Bofill-Mas et al., 2013; Hewitt et al., 2013). Além disso, essas bactérias apresentam
origem fecal ndo exclusiva, sendo improdutivas na identificacdo das fontes de contaminacéo e na
determinacdo do real risco a satde publica pelo contato com esses ambientes (Bofill-Mas et al.,
2013).

No Brasil, a qualidade microbioldgica das aguas estd regulamentada pelas legislacfes
CONAMA 274 e 357, que define sobre os critérios de balneabilidade em aguas brasileiras e que
dispde sobre a classificacdo dos corpos d"agua e diretrizes ambientais para 0 seu enquadramento,
respectivamente, e pela Portaria 2914, que dispGe sobre a qualidade da agua para consumo
humano e seu padrdo de potabilidade (Brasil, 2000, 2005, 2011). Estas normas incluem as
bactérias como microrganismos indicadores. Entretanto, a Portaria 2914, publicada em dezembro
de 2011, revogando a Portaria 518 de 2004 (Brasil, 2004), estabelece a pesquisa de virus em
situages de surtos de veiculagdo hidrica e recomenda a inclusdo do monitoramento de virus
entéricos no ponto de captacdo de &gua proveniente de manancial superficial de abastecimento,

com o objetivo de subsidiar estudos de avaliacdo de risco microbioldgico.
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1.4. Aspectos da Virologia Ambiental

1.4.1. Concentracgao e deteccao de virus em ambientes aquaticos

A deteccdo de virus em matrizes ambientais € um desafio devido a grande variedade e
complexidade das amostras, a distribuicdo heterogénea e a baixa concentracdo viral nestas
matrizes e, principalmente, pela presenga de compostos que podem inibir ou interferir nas
metodologias de detecgdo empregadas. Para a investigacdo desses microrganismos nas aguas, a
deteccdo viral por diferentes protocolos esta associada e precedida por métodos de concentragédo
viral (Rodriguez-Léazaro et al., 2012).

As metodologias de concentracdo precisam ser tecnicamente faceis de serem realizadas
em periodo curto de tempo, apresentar altas taxas de recuperagdo viral, concentrar diferentes
tipos virais, gerar um volume pequeno de concentrado, ndo ter custo elevado, ser capaz de
processar grandes volumes de dgua (de acordo com a necessidade) e serem reprodutiveis. Uma
grande variedade de metodologias para a concentracdo viral a partir da dgua tem sido descrita,
entretanto nenhuma delas apresenta todas estas caracteristicas (Wyn-Jones, 2007).

Estes métodos se baseiam nas propriedades fisico-quimicas e morfoldgicas das particulas
virais, como carga i6nica, tamanho e densidade. A partir destas caracteristicas, técnicas baseadas
na adsorcdo-eluicdo, ultrafiltracho e ultracentrifugacdo vém sendo desenvolvidas,
respectivamente (Wyn-Jones, 2007; Bosch et al., 2008). As técnicas mais utilizadas sdo as de
adsorcdo-eluicdo com filtros ou colunas de 1& de vidro, membranas carregadas positiva ou
negativamente e floculacdo (Katayama et al., 2002; Haramoto et al., 2005; Calgua et al., 2008;
Lambertini et al., 2008; Albifiana-Gimenez et al., 2009).

Diferentes metodologias de deteccdo viral podem ser empregadas a partir dos
concentrados de agua, como cultura de células, métodos imunoenzimaticos e moleculares (Figura
1.6). Entretanto, muitos agentes virais ndo podem ser detectados pelos métodos convencionais de
cultura celular (como os NoV) ou sao fastidiosos (como os HAdV e RVA) e os ensaios de
infecciosidade em cultura de células sdo laboriosos, demorados e caros. Além disso, métodos
imunoenzimaticos apresentam baixa sensibilidade e especificidade e a NASBA ndo apresenta
tanta especificidade quanto métodos de amplificacdo gendémica pela polimerase (PCR). Por esta
razdo, PCR, qPCR e multiplex PCR tém se tornado o caminho mais rapido, especifico e sensivel

na andlise de virus no ambiente (Rutjes et al., 2006; Girones et al., 2010; Hamza et al., 2011). No
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entanto, o significado da deteccdo de cOpias genémicas ainda permanece controverso, uma vez
que a razao particulas infecciosas/cOpias de genoma € altamente varidvel em amostras ambientais
(Bosch et al., 2008). Além disso, os métodos moleculares podem sofrer inibicdes a partir de
compostos presentes nas aguas, sendo necessérias diferentes abordagens para reduzir essa
inibicdo, como diluicdo do &cido nucléico extraido e remogdo de inibidores por diferentes
compostos, assim como a utilizacdo de controles internos de reacdo (Hamza et al., 2011). O
sequenciamento do genoma tem sido rotineiramente utilizado para confirmacéo e caracterizagdo
molecular dos virus detectados (Fongaro et al., 2013; Ngaosuwankul et al., 2013; Ogorzaly et al.,
2015), assim como estudos de metagendmica tém ajudado na descricdo da comunidade viral de
amostras de esgoto (Cantalupo et al., 2011; Aw et al., 2014).

Concentracio

7l

Meétodos F Meétodos
Cultura celular olocalires | imunoenzimaticos
Ensaios de placa =
TCID50 ; . _
3 ELISA Identlﬁca'gaof
RIA Caracterizacio
Amostragem _ Extracido de el .
. Acidos nucléicos L‘f Seqne.nclamento
Multiplex PCR

4

Reacées de
amplificacio

PCR
qPCR
NASBA

Figura 1.6. Diagrama esquematico do processo de deteccdo viral em ambientes aquéticos.
EIA — Ensaio Imunoenzimatico (do inglés Immunoenzymatic Assay); RIA — Radioimunoensaio
(do inglés Radioimmunoassay); ELISA — Ensaio Imunoenzimético (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay); NASBA — Reacdo de amplificacdo baseada na sequéncia de acido
nucléico (do inglés Nucleic Acid Sequence—Based Amplification); TCID50 — Dose infecciosa para
50 % da cultura de tecidos (do inglés Median Tissue Culture Infective Dose Assay); PCR —

Reacdo em Cadeia pela Polimerase; gPCR — Reacdo em Cadeia pela Polimerase quantitativa.

Adaptado de Rodriguez-Lazaro et al., 2012.
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1.4.2. Rastreamento microbiolégico de fontes de contaminacdo (do inglés
Microbial Source Tracking [MST])

Conforme mencionado, os recursos hidricos estdo suscetiveis a contaminacdo fecal de
origem humana e/ou animal e, para atenuar ou eliminar esta contaminacdo, é importante que o
reconhecimento das fontes de poluicdo seja rapido e que estas sejam corretamente identificadas.
Conhecido como Microbial Source Tracking (MST), o rastreamento microbioldgico de fontes de
contaminacdo do ambiente aquético inclui uma série de metodologias, sendo necessario para
estratégias de gestdo e custo eficazes para minimizar a contaminacdo fecal em bacias
hidrograficas, para o estabelecimento de valores limite e para a avaliacdo de risco como parte dos
planos de seguranca da dgua (Roslev & Bukh, 2011; Wong et al., 2012a).

Véarios métodos microbiol6gicos, genotipicos e fenotipicos, tém sido propostos para
caracterizar microrganismos e, baseando-se nas diferencas dentro desses grupos, identifica-se o
hospedeiro ou 0 ambiente a partir do qual eles se originaram. Estes métodos vém sendo utilizados
para superar a limitacdo imposta pela incapacidade dos indicadores bacteriologicos indicarem as
reais fontes de contaminacdo dos corpos hidricos e devem apresentar especificidade e
sensibilidade (Scott et al., 2002; Stoeckel & Harwood, 2007).

As metodologias de MST podem ser classificadas em dois métodos: métodos dependentes
(LD, do inglés library dependent) e independentes de biblioteca (LI, do inglés library
independent). O método LD exige o desenvolvimento de uma biblioteca ou base de dados de
atributos fenotipicos e genotipicos de isolados bacterianos obtidos a partir de fontes fecais
conhecidas. Os achados bacterianos ambientais sdo, entdo, comparados a esta biblioteca para
identificar as provaveis fontes de contaminagdo do ambiente em estudo (Harwood et al., 2003;
Stoeckel et al., 2004; Stoeckel & Harwood, 2007). Exemplos das metodologias empregadas
incluem analise de resisténcia a antibioticos e eletroforese de campo pulsado (Casarez et al.,
2007). Estes métodos fornecem corretas classificacdes, entretanto requerem centenas de isolados
de varios ambientes aquaticos diferentes, podem ser sensiveis a variabilidade temporal, espacial e
geografica das fontes e despendem de tempo e de recursos para serem realizados (Choi et al.,
2003; Casarez et al., 2007).

Os métodos LI ndo exigem o cultivo de um microrganismo alvo e o desenvolvimento de
uma biblioteca. Eles apresentam uma abordagem genotipica pela amplificacdo de genes
marcadores especificos de um determinado microrganismo (Field & Samadpour, 2007). A
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vantagem destes métodos é que eles sdo mais rdpidos, sensiveis e evitam as limitagdes dos
cultivos aplicados nos métodos LD.

Uma série de microrganismos vem sendo propostos como promissoras ferramentas
independentes de biblioteca para MST, incluindo bacteroides, bifidobactéria, enterococos, DNA
mitocondrial, colifagos F+ e virus entéricos (Scott et al., 2002; Noble et al., 2003; Scott et al.,
2005; Hundesa et al., 2006; Schill & Mathes, 2008; Hundesa et al., 2009; Wolf et al., 2010).
Apesar de todos estes marcadores apresentarem desvantagens, a maior vantagem de se utilizar
virus entéricos é que estes sdo facilmente distinguidos baseando-se nas diferencas nas sequéncias
dos genes comuns a diferentes espécies do mesmo género. Por exemplo, os genes do hexon e da
fibra dos adenovirus vém sendo utilizados para a detec¢do de diferentes espécies destes (Wong et
al., 2012a).

Além disso, a especificidade de hospedeiro, a alta prevaléncia em esgotos em diferentes
areas geogréaficas ao longo do ano e a auséncia de replicacdo no ambiente apontam 0s virus como
importantes ferramentas de MST em amostras ambientais (Fong & Lipp, 2005; Hundesa et al.,
2006; Bofill-Mas et al., 2013). Em um estudo de comparacdo de métodos de MST por diferentes
laboratdrios, quando amostras cegas foram inoculadas com mistura de materiais fecais de seres
humanos, cées, aves, bois e esgoto, 0os métodos independentes de biblioteca baseados em virus
apresentaram as menores taxas de falsos positivos (0-8 %), confirmando a sua capacidade de
diferenciar entre fontes fecais de origem humana e animal (Noble et al., 2003).

Entretanto, em fungdo da ndo correlagdo entre virus e indicadores bacterianos e da baixa
concentracdo viral em alguns recursos hidricos, recomenda-se a utilizacdo de diferentes
metodologias de MST e microrganismos para melhor confiabilidade na identificacdo das fontes
de poluicéo fecal nos recursos hidricos (Roslev & Bukh, 2011; Wong et al., 2012a).

Na ultima década, HAdV e JCPyV, ambos virus com genoma DNA, vém sendo descritos
como potenciais indicadores de contaminacao fecal de origem humana (Bofill-Mas et al., 2006;
Hewitt et al., 2013; Rusifiol et al., 2014). Os HAdV apresentam tropismo variando de acordo com
a espécie e estdo associados a casos assintomaticos e diferentes enfermidades, como GA,
conjuntivite, doengas respiratorias e cistite. Todas as especies de HAdV, com excec¢édo da E, tém
0 sistema gastrointestinal como um dos sitios de infec¢do. Esses virus séo, entdo, excretados
pelas fezes por semanas apods a infeccdo e independentemente do sitio primario desta (Harrach et
al., 2012; Berk, 2013). Os HAdV tém sido detectados em aguas de consumo e destinadas a

atividades recreacionais, sendo responsaveis por casos de faringites e conjuntivites de veiculagéo
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hidrica (Haramoto et al., 2007; Mena & Gerba, 2009; Sinclair et al., 2009; Calgua et al., 2013a;
Kluge et al., 2014).

Os JCPyV pertencem a familia Polyomaviridae, género Polyomavirus, e compreendem
sete geno6tipos. Rim e medula 6ssea sdo locais de infecgdo latente por JCPyV, que é excretado na
urina de individuos saudaveis, e sua patogenicidade esta associada a Leucoencefalopatia
Multifocal Progressiva (LMP) em individuos imunocomprometidos, uma doenca desmielinizante
frequentemente fatal do sistema nervoso central (SNC) e para a qual ndo existem atualmente
tratamento eficaz (Pavesi, 2005; DeCaprio et al., 2013). Estudos vém demonstrando a detec¢édo
de JCPyV na urina, fezes e saliva, entretanto ainda ndo se sabe que via dirige a infeccdo
(Bialasiewicz et al., 2009; Feltkamp et al., 2013; Robaina et al., 2013).

Diferentes protocolos moleculares para a detecgdo de virus espécie-especificos de origem
animal, incluindo parvovirus aviarios (Carratala et al., 2012), adenovirus, enterovirus e
poliomavirus bovinos (Hundesa et al., 2006, 2010; Wong & Xagoraraki, 2010, 2011) e
adenovirus e poliomavirus ovinos (Wolf et al., 2010; Rusifiol et al., 2013) e suinos (Hundesa et
al., 2006, 2009; Wolf et al., 2010), também tém sido descritos e utilizados como ferramentas para
avaliacdo de suas prevaléncias em esgotos de abatedouros, fezes, urina e ecossistemas aquaticos.
Em geral, as infeccOes por estes virus ndo causam problemas graves na saude animal, resultando
geralmente em quadros assintomaticos. No entanto, sdo excretados em grandes quantidades nas
fezes ou urina de animais infectados (Wong et al., 2012a). O poliomavirus bovino (BPyV) e o
adenovirus suino (PAdV) tém mostrado resultados mais promissores, em fungdo da sua ampla
disseminacdo em diferentes paises (Hundesa et al., 2006, 2009, 2010; Wong et al., 2012a; Bofill-
Mas et al., 2013).

1.4.3. Analise de Risco

A prevencdo da transmissdo de doencas infecciosas pela exposi¢do a 4gua contaminada
permanece como uma das principais tarefas dos profissionais de saude publica e ambiental e pode
ser realizada pela associagé@o de estudos de analise de risco que estimam o perigo e identificam os
individuos vulneraveis, as implicacGes a saude, os lugares e as vias de exposicdo a medidas de
gestdo eficazes (Haas et al., 1999; Mena, 2007).

O processo de andlise de risco compreende trés etapas: avaliagdo de risco, gestdo do risco
e comunicacado do risco (Figura 1.7) (Haas et al., 1999; USEPA, 2014).
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Figura 1.7. Estrutura da Andlise de Risco. Adaptado de Fazil, 2005; USEPA, 2014.

1.4.3.1. Avaliacdo de Risco

A avaliacdo de risco é definida como a caracterizacdo quali ou quantitativa da estimativa
de potenciais efeitos adversos a salde associada a exposicdo a um perigo (materiais, situacdes,
agentes quimicos, fisicos ou microbiol6gicos) (Haas et al., 1999). Consequentemente, a
Avaliacdo Quantitativa de Risco Microbioldgico (do inglés Quantitative Microbial Risk
Assessment — QMRA) é a aplicagdo do principio da avaliacdo de risco para estimar as
consequéncias de uma exposi¢ao a microrganismos patogénicos, incluindo os virus.

O primeiro passo na avaliagdo de risco é determinar o &mbito do trabalho a ser realizado,
ou seja, definir o problema a ser estudado (pergunta) e o modelo conceitual a ser aplicado. Isto é
realizado a partir de um estudo aprofundado de toda a area de interesse, englobando area de
estudo, patdgeno e populacao exposta.

O QMRA compreende quatro etapas: identificacdo do perigo, avaliacdo da exposicéo,
dose-resposta (DR) e caracterizag¢ao do risco (Haas et al., 1999; USEPA, 2014).

A identificacdo de perigo é um dos passos iniciais do QMRA e é estabelecido apos a
formulacdo do problema. Esta etapa compreende um levantamento de todas as informacdes

disponiveis sobre o agente microbiano e as consequéncias para 0 hospedeiro, incluindo
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infecciosidade, patogenicidade, viruléncia, diversidade genética, epidemiologia, manifestacdes
clinicas, transmissdo, metodologias de deteccdo, imunidade e susceptibilidade do hospedeiro,
entre outras (Haas et al., 1999; USEPA, 2014).

A avaliacdo da exposi¢cdo, em nivel mais simples, é a dose do agente patogénico que um
individuo entra em contato pela via de exposicdo e este numero alimenta os modelos DR para
estimar a probabilidade de infeccdo. No entanto, este € um processo muito complexo e envolve
uma combinacdo de fatores utilizados para estimar as concentragdes dos patdgenos pela via de
exposicao (Haas et al., 1999; USEPA, 2014). Para exposi¢do pela agua, estes fatores incluem a
natureza da exposicdo (recreacdo, consumo, aerossois, dentre outras), duracdo, frequéncia e
volume de agua ingerido na exposicao, resisténcia e inativacdo do microrganismo na agua,
concentracdo estimada pelo método de deteccdo, variagbes temporais, percentual de
microrganismos infecciosos, recuperacdo do método e eficiéncia do tratamento empregado (Haas
et al., 1999; Heerden et al., 2005; Mena, 2007; Schets et al., 2011; de Man et al., 2014b).

A DR é um elemento essencial no QMRA, uma vez que indica a relacdo entre a
concentracdo do microrganismo na exposicdo e a probabilidade de ocorréncia de algum efeito
adverso a saude, por exemplo, infeccdo, doenca ou morte (Mena, 2007; Haas, 2015). Os modelos
DR sdo fungdes matematicas que consideram como argumentos a medida da dose e determinam a
probabilidade do seu efeito a salde, que pode variar de 0 a 1 (Haas et al., 1999). Os modelos DR
mais adotados sdo o exponencial e o beta-poisson. O exponencial é o modelo mais simples e
assume que a distribuicdo dos microrganismos entre as doses € randbmica, que um
microrganismo pode causar a infeccdo e que cada um deles tem probabilidade de resisténcia
idéntica e independente (assume uma constancia na probabilidade de resisténcia viral devido a
interacdo patdgeno-hospedeiro). O modelo beta-poisson assume que a distribuicdo dos
organismos entre as doses € randémica e que um microrganismo pode causar a infec¢do, mas
considera a interacdo patogeno-hospedeiro heterogénea (Haas et al., 1999; Fazil, 2005). Modelos
DR para virus entéricos incluem os estabelecidos para HAdV, RVA e NoV (Couch et al., 1966;
Ward et al., 1986; Messner et al., 2014).

A partir da infeccdo, a gravidade dos danos a salde pode variar, como morbidade e
mortalidade, e pode ser estimada multiplicando a probabilidade de infeccdo pelas probabilidades
de morbidade e morte. Adicionalmente, probabilidades anuais de infeccdo também podem ser
estimadas (Mena, 2007).
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A caracterizacdo do risco ¢ a etapa final na avaliacdo de risco e é 0 passo do processo no
qual se contextualiza todas as informacGes geradas na identificacdo do perigo, avaliacdo da
exposicdo e DR para produzir uma imagem completa do risco avaliado e responder a pergunta
estabelecida (Mena, 2007). Essa etapa varia de simplesmente conectar uma dose em uma fungéo
DR para obter um Unico "ponto estimado” de risco (Risco Deterministico) até estimativas mais
sofisticadas que levam em consideracdo a incerteza nos parametros adotados no modelo e a
variabilidade entre os individuos e as subpopulagdes (Risco Estocéastico). O modelo estocastico
incorpora probabilidades em nivel individual (para analise de incertezas dos pardmetros incluidos
no modelo conceitual) e que sdo avaliadas por um processo iterativo, que € a analise de
variabilidade pela sobreposicdo dos modelos de incerteza de cada parametro por simulacdes de
Monte Carlo e suas iteracdes (por exemplo, uma pessoa suscetivel A tem uma probabilidade de
entrar em contato com a pessoa B, que tem uma probabilidade de ser infecciosa) (USEPA, 2014;
Gurian, 2015).

1.4.3.2. Gestdo do risco

A gestéo do risco sintetiza as informagdes de avaliagdo de risco em alguma forma de agéo
a fim de controla-lo. O objetivo do gerenciamento de risco ndo € de chegar ao "risco zero", mas
sim escolher e implantar acGes solidas, integradas e econdmicas que reduzam ou previnam riscos,
levando em consideracdo aspectos sociais, culturais, éticos, politicos e juridicos, avaliando os
resultados e, se necessario, selecionando e implantando op¢des de controle adequadas, incluindo

medidas regulamentares (Fazil, 2005).
1.4.3.3. Comunicacéo do risco
A comunicacdo do risco troca informacdes entre avaliadores e gestores dos riscos e das
partes interessadas, incluindo gestores, empresas e publico em geral. Uma vez que o objetivo

principal da analise de risco é informar a gestéo de riscos e de processos de tomada de decisdo, é

importante que todos compreendam a questéo especifica de preocupacéo (Fazil, 2005).
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2. RELEVANCIA DO ESTUDO

Os ambientes aquaticos contaminados representam um risco para os seres humanos pelo
uso direto e/ou pela captacdo para producdo de agua potavel, pelas atividades de recreacdo ou
pelo consumo de moluscos bivalves criados nessas aguas. Entretanto, a natureza da contaminagédo
e 0S mecanismos que controlam a dindmica dos microrganismos no ambiente, tais como
condicgdes climaticas e hidrologicas, podem variar consideravelmente de acordo com o local
(Hipsey & Brookes, 2013). Assim, existe a necessidade de se compreender as varidveis que
influenciam o destino e a distribuicdo de patégenos, em especial os virus, em ambientes aquéaticos
a fim de se estimar e mitigar os riscos em areas especificas.

Embora as evidéncias de estudos epidemioldgicos e relatdrios de surtos de veiculagédo
hidrica demonstrem uma relacdo entre os efeitos adversos a salde e a imersdo em agua de méa
qualidade, as dificuldades associadas a atribuicdo de uma infec¢do por contato com a &gua séo
numerosas. Informacdes sobre os efeitos da contaminacéo fecal da 4gua na salde humana podem
ser obtidas a partir de avaliacdo de risco microbioldgico, que prevé as taxas de infeccdo ou
doenca a partir de concentracdes de agentes patogénicos especificos, assumindo taxas de ingestao
e modelos apropriados de dose-resposta para a populacéo exposta (Haas et al., 1999).

A contaminacdo de ecossistemas aquaticos pode ser observada em diferentes cidades do
Brasil devido principalmente a inadequacdo dos servigos de saneamento basico (SNIS, 2014),
representando um risco para a salde da populacdo. Entretanto, em cidades situadas em densas
bacias hidrograficas, como Manaus, as condi¢des precérias de saneamento afetam principalmente
as populacgdes ribeirinhas que vivem em palafitas e que estdo expostas ao contato direto com estas
aguas contaminadas.

Em Manaus, apesar das intervencdes na infraestrutura da cidade realizadas pelo
PROSAMIM, ainda é notavel a contaminacdo da bacia do Rio Negro, em particular das
microbacias do Sdo Raimundo e Educandos, que compreendem grande parte da area urbana da
cidade (PROSAMIM, 2004, 2011; PROSAMIM Il — RIMA, 2012). Esta estrutura, em
associacdo ao ciclo hidrologico do Rio Negro caracterizado por cheias onde se registra uma
elevagdo anual média de 15 m em seu nivel (Porto de Manaus, 2015), origina inumeros
problemas no &mbito da saude publica local.

Neste contexto, este estudo pioneiro utilizando os virus como marcadores de

contaminacdo ambiental fornece dados sobre as fontes de contaminac&o microbioldgica da bacia
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do Rio Negro e avalia o risco viroldgico quantitativo de infec¢Bes por virus associados a quadros
de GA. Adicionalmente, os dados gerados ampliam o conhecimento sobre a epidemiologia
molecular dos patdgenos virais que circulam na populagéo, assim como podem auxiliar a gestao

de recursos hidricos na cidade.
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3. OBJETIVOS

Obijetivo Geral

e Caracterizar as fontes microbioldgicas de contaminacéo fecal de origem humana e animal por
marcadores virais espécie-especificos na bacia hidrografica do Rio Negro, Manaus, Amazonas
(AM), e estimar o risco de infec¢bes pelos principais virus associados a gastroenterite aguda

por diferentes vias de exposi¢do da populacao local.

Obijetivos especificos

e Auvaliar metodologias de floculagdo organica para concentracdo viral e de deteccdo e
quantificacdo molecular de virus de origem humana e animal.

e Rastrear as fontes de contaminacdo do Rio Negro e dos igarapés da cidade de Manaus pelo
monitoramento de virus de origem humana (HAdV e JCPyV) e animal (PAdV e BPyV) no
periodo de janeiro de 2011 a maio de 2012,

e Determinar a concentracao dos principais virus associados a gastroenterite aguda (RVA e NoV
GII) neste periodo.

e Investigar a influéncia do ciclo hidrolégico do Rio Negro na disseminacdo dos virus
detectados.

e Determinar a qualidade microbiolégica por parametros bacteriolégicos (E. coli e enterococos)
e avaliar os virus como indicadores de contaminacgdo nesses ambientes.

e Mensurar os parametros fisico-quimicos, tais como temperatura, pH, turbidez e condutividade.

e Estimar o risco de infecgdo por RVA pelo contato por atividades recreacionais e contato méo
—boca nas areas de exposicéo.

o Caracterizar os ecossistemas aquéticos estudados durante a cheia historica do Rio Negro em
junho de 2012 utilizando parametros fisico-quimicos e microbiolégicos, incluindo marcador
viral (HAdV) e virus gastroentéricos classicos (RVA, NoV GllI e HAstV) e emergentes (NoV
GlV, SaV, KV, HBoV e AiV).
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4. MATERIAL E METODOS

As atividades deste estudo foram desenvolvidas em trés etapas: a) avaliacdo de
metodologias de concentracdo, deteccdo e quantificagdo viral, b) monitoramento de virus de
origem humana e animal no Rio Negro e nos igarapés da cidade de Manaus/AM e avalia¢do de
risco de infeccdo pelo RVA pelo contato com estes ambientes e ¢) avaliacdo pontual da qualidade

da dgua destes ecossistemas durante a cheia historica do Rio Negro, incluindo a pesquisa de virus

emergentes (Figura 4.1).

Avalia¢do de metodologias de
concentracio, deteccio e
quantificagio de virus humanos e
anumais

Monitoramento das aguas do Rio
Nearo e dos igarapés da cidade de
Manaus/AM considerando o ciclo
hidrologico deste 110, no periodo de
janeiro de 2011 amaio de 2012, pela
deteccio e quantificagio de vitus
humanos e animais

Caracterizagio dos ecossistenias
aquiticos estudados durante a cheia
historica do Rio Negro em Manaus,

junho de 2012

Avaliacio da eficiéneia dametodologia de
flaculagiio orginica para concentragiio viral
(estudo piloto e monitoramento)

Estabelecimento de protoceles de detecgio e
quantificagie de virus humanos e animais

Realizagio deensalos para avaliagio de
repetitividade e reprodutibilidade dos
protocolos para HAAV, JCPyV, PAJV e BPyV

Ensato de proficiénela externapara os
protocolos de detecqfio e quantificagiio de
HAIV & MoV GO

Rastreamento das fontes de contaminagiopor
marcadores virals espécie-especificos de
contaminagio humana (HAJV e JCPyV) e
animal (PAJYV e BEyV)

Estudo da disseminagio de virus
gastroentéricos (FVA e NoV GII)

Detecgiio e quantificagiio de virus humanos e
animais de acordo com o ciclohidroldgieo do
RioNegro
Caracterizaciomolecular dos virns
Determinagiio da qualidade microbioldgica
porparfmetros bacterioldgicos (B.colie

enterococos)

Cerrelagdes entre HAAV, JCPyV, B. colie
enterococos

Caracterizagio dos ambientes por parfimetros
fisico-quimicos

Avaliagio derisco deinfecglespor RVA

Caracterizaglio dos ecossistemas aquaticos
estudados por parfimetros fisico-quimicos e
microbiolédgicos, incluindo marcador viral
(HAdV) e virus gastroentéricos classicos
(EVA, NoV GII e HAStV) e emergentes (NoV
GIV, BaV, KV, HRoV e AIV)

Figura 4.1. Estratégia de estudo desenvolvida nesta tese.

4.1. Areade Estudo

Localizada no coragdo da floresta amazbnica, a cidade de Manaus tem uma area de
11.458,5 km?, correspondendo a 0,73 % do territorio do estado do Amazonas. A cidade de

2.020.301 habitantes (IBGE, 2015) esté localizada a 1.450 km da costa atlantica e € rodeada por
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uma densa rede hidrogréfica, constituida por quatro bacias principais, todas contribuintes da
grande bacia do Rio Negro: Sdo Raimundo e Educandos, integralmente inseridas na area urbana
de Manaus, e Taruma-Acu e Puraquequara, que compreendem areas rurais e urbanas da cidade
(Projeto GEO Cidades, 2002).

A bacia do Rio Negro representa 12 % da bacia Amazonica com uma area de 691.000 km?.
Este rio apresenta 2.250 km de comprimento e vazdo de 28.000 m®/s (Frappart et al., 2005; Villar
et al., 2009). Devido as chuvas sazonais na bacia Amazonica, o ciclo hidrolégico da bacia do Rio
Negro é caracterizado por duas estacBes distintas: o periodo seco (setembro a fevereiro) e o
periodo de inundacdo (marco a agosto). Geralmente, seus picos anuais maximos e minimos
ocorrem em junho e outubro, respectivamente (Silva et al., 2009; Satyamurty et al., 2013). Este
rio apresenta baixas concentracfes de sedimentos e nutrientes e pH &cido devido as suas altas
concentragfes de substancias himicas (Silva et al., 2009). Em seu curso, ele carreia folhas,
arbustos e troncos, que se decompdem e dissolvem, liberando &cidos e dando a agua a coloragao
escura (negra) e as caracteristicas tipicas de rios localizados em florestas tropicais.

A bacia do Sdo Raimundo compreende 16 bairros em uma area de 11.961,80 hectares (ha),
estendendo-se da zona norte até a zona central da cidade e limita-se com o Rio Negro. Esta bacia
abriga 603.212 habitantes, dos quais 111.541 estdo em areas ribeirinhas, muitos destes vivendo
em palafitas. Deste total, 27.827 habitantes, correspondendo a 6.000 familias, residem abaixo da
cota de 30 m, estando sujeitos anualmente as moléstias causadas pela cheia do Rio Negro
(PROSAMIM 111 — RIMA, 2012).

A bacia do Educandos, que tem como principal tributéario o igarapé do Quarenta, tem uma
area de 44,87 km?, compreendendo 17 bairros no sudeste de Manaus, incluindo 80 % do Distrito
Industrial (PROSAMIM, 2004).

A bacia hidrografica do Taruma-Acu compreende uma area de 133.756,40 ha. Os rios
Negro e Taruma recebem os efluentes provenientes das edificacdes do bairro de Ponta Negra, um
bairro de classe média-alta de Manaus onde esté localizado o balneério de Ponta Negra (Projeto
GEO cidades, 2002; Costa, 2011).

4.2. Amostragem

Cinco pontos de amostragem localizados na bacia do Rio Negro e georeferenciados por
Sistema de Posicionamento Global (GPS - eTrex H, Garmin Ltda, Olathe, KS) foram estudados.
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Estes foram distribuidos ao longo do Rio Negro (MAOl — Praia de Ponta Negra [area de
recreacdo]; MAO4 — Educandos; MAOQ5 — Educandos no fim da area urbana de Manaus) e em
igarapés que cortam a cidade de Manaus (MAQO2 — igarapé Sdo Raimundo e MAO3 — igarapé
Quarenta/Educandos) (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Mapa da area estudada e distribuicdo geografica dos pontos de amostragem
(MAO1 a MAO05). MAOL — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreagdo); MAQ2 — igarapé
Sdo Raimundo; MAOQ3 — igarapé Quarenta/Educandos; MAO4 — Rio Negro/Educandos; MAO5 —

Rio Negro/Educandos no fim da area urbana de Manaus. Fontes: Google Mapas; adaptado de Projeto
GEO cidades, 2002 e Macena & Costa, 2012.
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No estudo piloto, realizado em setembro de 2010, oito amostras foram coletadas nos
pontos MAO1, MAO2 e MAO3 para avaliar a eficiéncia da metodologia de recuperacao viral.

Para 0 monitoramento, sete campanhas de coleta foram realizadas trimestralmente no
periodo janeiro de 2011 a maio de 2012 em cada um dos cinco pontos nas diferentes estacfes do
ciclo hidrologico do Rio Negro (Tabela 4.1). Para melhor representatividade, em cada ponto
foram coletadas oito amostras de 10 L de 4gua (uma a cada 15 min), totalizando 40 amostras por
campanha. Estas foram coletadas em frascos estéreis, transferidas para o laboratorio e
imediatamente concentradas. A primeira amostra coletada em cada ponto teve volume de 20 L,
dos quais 10 L foram utilizados nos experimentos de recuperagéo viral (Ar), descritos a seguir.
Além disso, amostras adicionais de 500 mL foram obtidas em cada ponto de coleta para analise

bacteriana.

Tabela 4.1. Cronograma das campanhas de coleta.

T ey *Estacado Ciclo Hidrolégico
Pluviométrica do Rio Negro
1 Janeiro/2011 Inicio da Chuva Seco
2 Abril/2011 Chuvoso Cheio
3 Julho/2011 Inicio da Seca Cheio
4 Outubro/2011 Seco Seco
5 Janeiro/2012 Inicio da Chuva Seco
6 Margo/2012 Chuvoso Cheio
7 Maio/2012 Chuvoso Cheio

*Marengo et al., 2013; Satyamurty et al., 2013

Em junho de 2012, devido a cheia historica do Rio Negro, que atingiu um nivel de 29,97
m, decidiu-se pela realizacdo de uma campanha de coleta extra, a fim de se avaliar a
disseminacdo viral neste evento extremo. As amostras foram coletadas no periodo de 11 a 15 de

junho nos mesmos pontos e sob as condicdes estabelecidos no periodo de monitoramento.
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4.3. Concentragao viral

As amostras de agua foram concentradas por metodologia descrita por Calgua e
colaboradores (2013a), que se baseia na adsor¢do viral a proteinas pré-floculadas do leite
desnatado (Figura 4.3).

Figura 4.3. Concentracdo viral por metodologia de floculagéo organica. Foto: Autor da tese.

Resumidamente, a condutividade foi medida e ajustada a 1,5 mS pela adicdo de sal
marinho artificial (Sigma, Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Alemanha) e o pH a 3,5 pela
adicdo de HCI 1 N. Cem mL de leite desnatado pré-floculado 1 % (p/v) pH 3,5 (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Alemanha) foram adicionados as amostras, que foram entdo
submetidas a agitacdo suave por 8 hs a temperatura ambiente para a adsorcado viral aos flocos. Os
flocos sedimentaram por gravidade nas 8 hs seguintes e 0s sobrenadantes foram removidos sem
movimentar o sedimento utilizando bomba peristaltica. Os volumes restantes de sedimento
(aproximadamente 500 mL) foram centrifugados a 8.000 xg durante 30 min a 4 °C. Os
sobrenadantes foram cuidadosamente removidos e os pellets re-dissolvidos a =10 mL com
tampdo de fosfato (1:2 v/v NazHPO4 0,2 M e NaH2PO4 0,2 M) pH 7,5. Os concentrados virais
foram homogeneizados por agitacdo em vortex e aliquotas de dois mL foram preparadas e
armazenadas a -80 °C para posterior analise viral.
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Esta etapa de concentracdo foi realizada no Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD) —
FIOCRUZ Amazé6nia, Manaus, e as amostras foram enviadas para o Laboratério de Virologia

Comparada e Ambiental (LVCA) em caixas UN3373 congeladas em gelo seco.

4.3.1. Avaliacdo da metodologia de floculacéo organica para concentragéo viral

Para a determinacdo da eficiéncia do método de concentracdo viral, no estudo piloto
foram realizadas inoculagOes experimentais com concentracdes conhecidas de HAdV e RVA em
amostras representativas dos pontos de coleta. Suspensdes padrdes contendo 10° copias de
genoma (CG) de adenovirus humano 35 (HAdV 35) e suspensoes fecais contendo 10° CG de
RVA G2P[4] foram inoculadas em cada umas das amostras (Ar) e processadas conforme as
demais obtidas no estudo. Amostras extras (A1) foram coletadas nos respectivos pontos para
determinacdo da concentracdo enddgena dos virus em questéo.

Adicionalmente, ensaios de recuperacao (controles positivos) foram conduzidos em todas
as coletas realizadas durante o monitoramento, quando 106 CG de HAdV 35 foram inoculadas no
volume de 10 L da primeira amostra coletada (Ar), seguida da sua concentracdo sob as mesmas
condicBes das demais amostras. Para a determinacdo da concentracdo enddgena de HAdV, foi
utilizada a outra por¢édo de 10 L da amostra (A1).

O percentual de recuperacdo foi calculado utilizando-se a seguinte formula:

N recuperado na Ar
% Recuperagdo = N N x 100
inoculado + NA1

Onde, N recuperado na Ar = nuimero de CG recuperadas nos 10 L da amostra inoculada;
Ninoculado= NUmMero de CG inoculadas nos 10 L de &gua; Na1 = nimero de CG obtidas na amostra
de 10 L no inoculada.

Como controle negativo da etapa de concentracdo viral, amostras de 10 L de agua de
torneira contendo 100 mL de tiossulfato de sédio a 10 % foram processados em cada

amostragem.
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4.4. Extracdo do acido nucléico e obtencdo de DNA complementar (cDNA)

O 4cido nucléico viral foi extraido pelo conjunto de reagentes comerciais
QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Inc, Valencia, CA, EUA), de acordo com as instruc¢ées do
fabricante. Para obtencdo de cDNA, a reacdo de Transcricdo Reversa (RT) foi realizada
utilizando-se iniciador randémico (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) (Anexo
1).

Para todos os procedimentos moleculares, controles positivos e 4agua livre de
DNAse/RNAse como controle negativo foram incluidos e quatro areas distintas foram utilizadas

para evitar-se contaminacao.

4.5. Deteccdo, quantificagdo e caracterizagao viral

Foram realizados ensaios de gPCR utilizando o sistema TagMan® para deteccdo e
quantificacdo dos virus de origem humana e animal. Os virus humanos detectados foram

submetidos a ensaios de caracterizagdo molecular por PCR e sequenciamento nucleotidico.

4.5.1. Estabelecimento de curvas padréo para Reacdo em Cadeia pela Polimerase
guantitativa (qQPCR)

Os protocolos de gPCR para detec¢édo e quantificagcdo de HAdV, JCPyV, NoV GllI, PAdV
e BPyV foram estabelecidos nesta tese, enquanto os demais o foram por outros projetos
desenvolvidos pelo nosso grupo no laboratorio.

Para o estabelecimento das curvas padréo, bactérias transformadas com as respectivas
construcdes plamidiais (Tabela 4.2) e plaqueadas em meio LB solido nos foram enviadas pela

Universidade de Barcelona (UB, do cataldo Universitat de Barcelona).
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Tabela 4.2. Plasmideos utilizados para obtenc¢do de curva padrao.

5 Plasmideo Inserto :
*Virus Origem
(tamanho pb) (tamanho pb)
pBR 322 Hexon ]
HAdV 41 Annika Allard, UMU
(4361) (8986)
pBR322 Mad1l )
JCPyV Andrew Lewis, FDA
(4361) (5130)
pBluescript Il Juncdo ORF1-ORF2 Jan Vinje, CDC
NoV GllI
(2961) (3004)
pGEM-T Easy Hexon Carlos Maluquer de Motes
PAdV- 3 _
(3015) (612) e Ayalkibet Hundesa UB
pGEM-T Easy VP-1 ]
BPyV Avyalkibet Hundesa, UB
(3015) (416)

*HAdV 41 — adenovirus humano 41; JCPyV — poliomavirus JC; NoV GIl — norovirus genogrupo II; PAdV 3 -
adenovirus suino 3; BPyV — poliomavirus bovino; pb — pares de base; UMU — Universidade de Umea (do sueco
Umea Universitet), Suécia; CDC — Centro para 0 Controle e Prevencdo de Enfermidades (do inglés Centers for
Disease Control and Prevention); FDA — Administracdo de Alimentos e Medicamentos (do inglés Food and Drug

Administration); UB — Universidade de Barcelona (do cataldo Universitat de Barcelona).

As coldnias bacterianas foram transferidas para tubos contendo cinco mL de meio LB
liquido suplementado com ampicilina 50 ug/mL e incubadas por 16 hs a agitacdo constante de
150 rotagbGes por minuto (rpm) a 37 °C (Gyrotech Water Bath Shaker Modelo G75, New
Brunswick, Scientific Edison, Nova Jersey, EUA). Em seguida, foi realizada a extracdo do DNA
plasmidial a partir das culturas dos clones bacterianos utilizando-se o kit Miniprep DNA
Purification System® (Promega Corporation, Madison, Winsconsin, EUA).

O plasmideo recombinante foi quantificado em diferentes replicatas em fluorémetro
Qubit® (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e a concentragdo encontrada em
ng/uL foi transformada em namero de CG/pL de acordo com a formula a seguir:

Numero de CG/uL =

Concentracéo (g/pL) X 6,022 x 10%

(NUmero de pares de base [pb] do plasmideo

recombinante) x 660
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Onde: 6,022 x 10% = nimero de Avogadro; 660 = massa molecular aproximada de um par de
bases (A-T ou G-C).

A partir do titulo obtido, foram realizadas dilui¢cdes seriadas na base 10, a fim de se obter
as concentracBes de 107 a 10! CG/uL para a curva padrdo do qPCR. Essas diluicbes foram
aliquotadas e armazenadas a -70 °C.

4.5.2. Protocolos de deteccdo e quantificacéo viral

Os protocolos de qPCR utilizados nesta tese para deteccdo e quantificacdo viral basearam-
se em trabalhos previamente publicados (Tabela 4.3), sendo as condi¢des de reacdo descritas no
Anexo 2. HAdV, RVA e NoV GII foram pesquisados em todas as coletas, enquanto JCPyV,
PAdV e BPyV s6 o foram no periodo de monitoramento. HAstV, NoV GIV, SaV, HBoV, KV e
AiV foram investigados somente nas amostras referentes a coleta da cheia historica de junho de
2012.
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Tabela 4.3. Iniciadores, sondas, regides gendmicas e referéncias utilizadas para a deteccéo e

quantificacdo de virus de origem humana e animal.

*Virus Iniciadores e sondas Regido genémica Referéncias
HAdV AdF, AdR e AdP1 Hexon Hernroth et al., 2002
JCPYV JE3F, JE3R e JE3P Inicial Pal et al., 2006
RVA NSP3F, NSP3R e NSP3p NSP3 Zeng et al., 2008
Kageyama et al.,
NoV Gl QNIF2d, COG2R e QNIFS Capsideo 2003; Loisy et al.,
2005
Juncdo ORF1b- )
HAstV AstVF, AstVR e AstVP Dai et al., 2010
ORF2
NoV . ..
IV 4F, 4R e Ring 4 Juncdo ORF1-ORF2  Trujillo et al., 2006
SaV124F, SaV1F, SaV5F, Juncéo capsideo-
SaVv ) Oka et al., 2006
SaV1245R, SaV124TP e SaV5TP polimerase
HBoV1F, HBoV234F, HBoV1R,
HBoV UTR- NS1 Kantola et al., 2010
HBoV24R, HBoV3R e H1234probe
Haramoto et al.,
KV KLAF, KLAReKLAP 5 UTR
2013
_ AiV-AB-F, AiV-AB-R, AiV-AB-TP, ) o
AV _ ] Capsideo Kitajima et al., 2013
AIV-A-TP e AiV-B-TP
PAdV  Q-PAdV-F, Q-PAdV-R e Q-PAdV-P Hexon Hundesa et al., 2009
BPyV QB-F1-1, QB-R1-1 e QB-P1-2 VP1 Hundesa et al., 2010

*HAdV — adenovirus humano; JCPyV — poliomavirus JC; RVA — rotavirus grupo A; NoV GIl — norovirus

genogrupo II; NoV GIV — norovirus genogrupo 1V; HAstV — astrovirus humano; SaV - sapovirus; HBoV —

bocavirus humano; KV — Kklassevirus; AiV — aichivirus; PAdV — adenovirus suino; BPyV — poliomavirus bovino.

Os protocolos foram realizados com o conjunto de reagentes TagMan Environmental
Master Mix® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), com excecio dos NoV Gll e SaV, 0s

quais foram detectados com os kits RNA Ultrasense™ One-step Quantitative RT-PCR (Invitrogen
- Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e QuantiTec Probe PCR Kit (Qiagen, Inc, Valencia,
CA, EUA), respectivamente. As reacdes foram realizadas em plataforma ABI PRISM 7500® Real-
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Time System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Todas as amostras foram testadas nao
diluidas e em diluicGes seriadas na base 10 e em duplicatas (4 corridas/amostra), sendo as
concentracdes calculadas como a média dos resultados obtidos e corrigindo para as diluicdes
analisadas. Baixas variabilidades nas repeticdes foram observadas e uma variabilidade
significativa foi observada apenas nos resultados de algumas amostras ndo diluidas (inibi¢éo),
sendo estes valores excluidos da estimativa da media. Além disso, todos os ensaios incluiram No

template controls (NTC) e controles positivos e negativos.

4.5.3. Ensaio para avaliacédo de repetitividade e reprodutibilidade dos protocolos
de amplificacdo gendmica quantitativa como ferramentas de rastreamento

microbioldgico de fontes de contaminacgéo

Para avaliacéo da repetitividade e reprodutibilidade dos protocolos de gPCR para HAdV,
JCPyV, PAdV e BPyV, foram realizados ensaios nos cinco laboratérios envolvidos no projeto
Viroclime. Foram analisadas 10 suspensdes de DNA dos respectivos virus em duas concentragdes
diferentes. As suspens@es foram enviadas pela UB congeladas e estocadas a 4 °C até o inicio do

processamento. Médias e desvios padrdes (o) foram calculados para todos os virus.

4.5.4. Ensaios de proficiéncia externa

Foi realizado um teste de proficiéncia externa dos protocolos de deteccdo e quantificacdo
de HAdV e NoV Gl pela organizacdo internacional Controle de Qualidade para Diagndstico
Molecular (QCMD, do inglés Quality Control for Molecular Diagnostics), que enviou um painel
de amostras referente a cada virus. No total, 192 e 186 laboratorios participaram do QCMD para
HAdV e NoV Gll, respectivamente. Neste caso, as amostras foram processadas a partir da

extracao.

4.5.5. Caracterizagdo molecular

Para os estudos de avaliagcdo de risco, 40 e 50 % das amostras positivas para HAdV e
RVA, respectivamente, obtidas nos pontos MA01, MA02 e MAO3 durante 0 monitoramento

foram selecionadas randomicamente por ferramenta do Excel (Microsoft Corporation®,
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Washington, EUA) para caracterizagdo. Todos os virus detectados durante a cheia histérica de
2012 foram caracterizados para estudos de diversidade genética.
Todas as amostras selecionadas foram submetidas a protocolos de PCR qualitativos com

iniciadores especificos para as regifes de interesse para cada virus (Tabela 4.4 e Anexo 3).

Tabela 4.4. Iniciadores utilizados na Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para
caracterizacdo molecular de adenovirus humanos (HAdV), rotavirus grupo A (RVA) e

norovirus genogrupo Il (NoV GIlI).

12 *
Virus Iniciadores Regua_o Fragmento Referéncia
genbmica (pb)
HAdV Hex 1 Hexon 301 Allard et al., 2001
Hex 2
RVA 9conl
4
9con2 0
9T1-1(G) 158 Das et al., 1994; Gouvea et
9T1-2 (G2) 244 .
VP7 al., 1994: Fischer et al.,
9T1-3P (G3) 466 2000; OMS, 2009
9T1-4 (G4) 403 ' ’
9T-9B (G9) 110
FT5 (G5) 742
4con?2 876 Gentsch et al., 1992;
4con3 OMS, 2009
1T1, 1T1-Wa,
1T1-VN P[8] VP4 345
2T1 P[4] 483
3T1 P[6] 267
4T1 P[9] 3901
5T1P[5] 583
VP6F )
VPER VP6 379 Iturriza-Gomara et al., 2002
NoV GlI Mon 431 Beuret et al., 2002; Kojima
Mon 432 Jungao et al 2002." Ka é amJa et
G2SKR ORF1-ORF2 550 n 008, 1Ragey
al., 2003
COG2R 390

*pb — pares de bases
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4.5.5.1. Andlise dos produtos obtidos na Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR)

Para andlise dos amplicons obtidos para HAdV, RVA e NoV Gll, 2 pL de corante azul de
bromofenol (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foram adicionados a 10 pL de
cada amplicon e os mesmos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (Invitrogen - Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) a 1,5 % em tamp3o TBE 0,5 % (GIBCO-BRL®) por 1,5 h a
100 volts (V). O gel foi previamente impregnado com Brometo de etideo (0,5 pg/mL) e os
amplicons foram visualizados pelo sistema de imagem Kodak Gel Logic 212 (©Eastman Kodak
Company, Rochester, NY, EUA). Para identificar os pesos moleculares dos amplicons, foram
utilizados marcadores de peso molecular de 50 e 100 pb (Invitrogen - Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA). As imagens obtidas apds a eletroforese foram registradas em sistema de
captura de imagem Kodak Gel Logic 212 em combinagdo com o software KODAK Molecular
Imaging (©Eastman Kodak Company, Rochester, NY, EUA).

As amostras positivas para RVA (VP4 e VP7) foram caracterizadas pelos tamanhos dos
fragmentos amplificados, enquanto as positivas para HAdV, RVA (VP6) e NoV GII foram

submetidas a protocolos de reacéo de sequenciamento para caracterizagéo.

4.5.5.2. Sequenciamento nucleotidico para caracterizacdo molecular

Os produtos da PCR de HAdV, RVA (VP6) e NoV GII foram purificados utilizando o
conjunto de reagentes comerciais QIAquick® PCR Purification Kit ou QIAquick® Gel Extraction
Kit (Qiagen, Inc, Valencia, CA, EUA). Apdés a purificagdo, os produtos foram quantificados em
fluordmetro Qubit® (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

Para o sequenciamento dos produtos purificados, foram utilizados o kit comercial Big Dye
Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), conforme
as recomendacdes do fabricante, e os mesmos iniciadores de cadeia utilizados na reagdo de PCR
para cada um dos virus (Tabela 4.4.). As reaces de sequéncia e 0s cromatogramas das
sequéncias foram obtidos pelo sequenciador automatico de 48 capilares ABI Prism 3730 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) do servico da Plataforma de
Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ.
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As sequéncias nucleotidicas obtidas foram editadas no programa BioEdit® (Hall, 1999) e
comparadas as sequéncias disponiveis na base de dados GenBank, utilizando o BLAST
(Ferramenta Basica de Busca de Alinhamentos Locais, do inglés Basic Local Alignment Search

Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.6. Parametros bacteriologicos

Os indicadores bacteriologicos E. coli e enterococos foram quantificados em todas as
amostras coletadas utilizando-se os kits comerciais Colilert® e Enterolert® Quanti-Tray®/2000
(IDEXX Laboratories, Inc, Westbrook, ME, EUA), respectivamente, sob as recomenda¢fes do
fabricante. Estes métodos se baseiam na emissao de fluorescéncia a partir da metabolizacdo de
nutrientes por estas bactérias.

As amostras foram testadas em diluicBes seriadas e os resultados expressos em Numero
Mais Provavel por 100 mL (NMP/100 mL).

Segundo a legislacdo brasileira para dguas destinadas a recreacdo de contato primario,
CONAMA 274 (Brasil, 2000), quarto paragrafo, as amostras sdo consideradas préprias para esta
atividade se apresentarem quantificacdes de até 2000 e 400 NMP/100 mL de E. coli e

enterococos, respectivamente.

4.7. Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos pH, turbidez (em Unidades Nefelométricas de Turbidez -
UNT), condutividade (uS/cm) e temperatura (°C) foram mensurados no momento da coleta em
todas as amostras utilizando-se a sonda multiparametro Water Quality Checker (Horiba® U-10,
Irving, CA, EUA).

4.8. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versédo
5.0. Os dados foram verificados para normalidade em concentracfes exponenciais e logio
utilizando o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Ambos mostraram significancia estatistica
para normalidade (p < 0,0001). Testes de Fischer e Mann-Whitney foram realizados para
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comparar a deteccdo e concentragdo virais, respectivamente, nos periodos de seca e de cheia do
ciclo hidrolégico do Rio Negro. Para comparar as concentraces, s6 foram consideradas as
amostras positivas.

O teste de Mann-Whitney também foi utilizado para comparar 0s dados dos pardmetros
fisico-quimicos e as concentragdes virais na cheia histérica do Rio Negro as obtidas em outros
periodos de seca e cheia.

Analises de correlacdo entre HAdV, JCPyV, E. coli e enterococos foram realizadas
utilizando a correlagdo ndo-paramétrica de Spearman. Para este, os valores ndo detectados para
0s Vvirus e as bactérias foram designados como os limites de detec¢do dos métodos: 57 CG/L de
HAdV e JCPyV (1 CG por reacdo de gPCR) e 1 NMP/100 mL de E. coli e enterococos.
Coeficientes de correlacgéo (r) entre 0,9-1,0, 0,3-0,5 e <0,3 foram considerados como correlacGes
fortes, baixas e ndo significativas entre os virus e bactérias, respectivamente (Hewitt et al., 2013).

A correlacdo ndo-paramétrica de Spearman também foi utilizada para avaliar a correlacéo
entre o nivel do Rio Negro e o nimero de casos reportados de GA em 2011 e 2012. Os dados de
nivel do Rio Negro e de GA foram obtidos do Porto de Manaus (2015) e MDDA (2015),
respectivamente.

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.

4.9. Avaliacéo de risco

O estudo de avaliacdo de risco foi conduzido durante estagio no Instituto Nacional para
Salde Publica e Ambiente (do inglés National Institute for Public Health and the Environment e
do holandés Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu - RIVM), Bilthoven, Holanda, no
periodo de maio a dezembro de 2014, sob orientagéo do Dr. Martijn Bouwknegt.

Uma abordagem estocéastica foi utilizada para estimar as probabilidades ou riscos de
infeccbes por RVA para evento individual de ingestdo de agua considerando duas vias de
exposicao (recreacdo e contato mao-boca) em trés pontos estudados (MA01, MA02 e MAO3).

O modelo conceitual deste estudo incluiu a estimativa da concentracdo viral na agua, a
atividade de exposi¢do envolvida, a dose de particulas virais infecciosas ingeridas, o modelo

dose-resposta e a caracterizacdo do risco de infeccdo para criancas e adultos (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Modelos conceituais para a estimativa de risco de infec¢Bes por rotavirus grupo

A (RVA) por contato recreacional e mado-boca com ambientes aquaticos de Manaus.

4.9.1. Concentragao viral

Os virus foram quantificados por qPCR em dilui¢bes seriadas e em duplicatas. Para
estimar a distribuicdo de probabilidade destas concentracfes, uma analise de incerteza em
diferentes dimensdes e escalas foi realizada considerando-se cada curva padrdo e estas quatro
medicOes de cada amostra. Para isso, foi estimada a incerteza de cada curva padrdo utilizada no
gPCR e, em seguida, esta incerteza foi incluida no célculo dos pardmetros da distribuicdo gamma
da concentragdo viral: uma regressdo linear para cada curva padrdo utilizada no qPCR foi
realizada e o intervalo de confianca de 95 % para cada uma delas estimado, seguida da estimativa
de maxima verossimilhanca para ajuste e analise de incerteza do modelo. Os parametros da

distribuicdo gamma (e sua incerteza) foram estimados utilizando o pacote JAGS contido no
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programa R (Lucent Technologies), que utiliza uma abordagem bayesiana no processo de
simulacdo denominada Markov Chain Monte Carlo sampling com 100.000 iteracdes. Para a
composicao das curvas de distribuicdo de probabilidade gamma foram consideradas todas as 56
amostras obtidas nos pontos de coleta.

Adicionalmente a concentracdo, a caracterizacdo molecular das amostras positivas foi

realizada para determinacdo dos genotipos virais circulantes e aos quais a populacdo esta exposta.
4.9.2. Vias de exposi¢do

Para MAOL, a recreacdo foi considerada a Unica via de exposicdo, uma vez que esta € uma
area de lazer de Manaus. Para MA02 e MAQ3, as duas vias de exposi¢cdo foram consideradas,
tendo em vista que as pessoas nessas areas tém contato com a agua por atividades recreativas e

que esses igarapés sdo utilizados nos transportes por barcos e para fins domésticos.
4.9.3. Dose de particulas infecciosas ingeridas

Para estimar-se a dose ingerida de particulas infecciosas (Dj), considerou-se a
concentracdo de particulas virais infecciosas nas &guas tipo j (C;) e o volume de agua tipo j
ingerido na exposicao | (Vj).

D 0= C j ><VjI

A concentragdo de particulas virais infecciosas em agua do tipo j (C;) compreende o

numero estimado bruto de particulas em agua do tipo j (cj) (CG por determinada unidade de

volume), a eficiéncia do procedimento de recuperacao do virus k (Rk) e a proporcao de particulas

infecciosas do virus k (fik):

A inativacao viral ndo foi incluida no modelo, uma vez que a amostragem foi vista como
representativa para o evento de contato direto e pontual com a agua e qualquer inativagao antes

da exposicao foi representada pela distribuicdo da fracdo de particulas infecciosas.
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A estimativa dos parametros considerados para dose ingerida foi feita da seguinte

maneira:

Quantificacdo viral (c;): conforme descrito no item 4.9.1.

Eficiéncia da recuperacdo do virus k (Rk): A distribuicdo beta foi estimada a partir dos resultados

dos experimentos de inoculacdes experimentais descritos no item 4.3.1. Os parametros desta

distribuicdo foram estimados por méxima verossimilhanca.

Infecciosidade viral (fi): A distribuicdo beta foi utilizada para estimar a distribui¢do de particulas

infecciosas de RVA. Em funcdo de RVA serem virus fastidiosos, assumiu-se que o percentual de

particulas infecciosas variou de 0,01 a 99,99 %.

Volume de agua ingerido (Vj): Para as atividades recreacionais, considerou-se Schets e

colaboradores (2011), que determinaram um volume de ingestdo de 27 e 37 mL para homens
(adultos) e criangas por evento de balneabilidade em agua de rio com duracdo de 54 e 79 min,
respectivamente.

Para via de exposicdo por contato mao-boca, utilizou-se a abordagem desenvolvida por
de Man e colaboradores (2014a), que determina o volume ingerido (Qum) considerando a
espessura da pelicula de agua sobre as maos (h), a &rea da mdo que é inserida na boca (A) e a
frequéncia de contato médo-boca (fum):

Quu =hxAx f,

Pelo nosso conhecimento, ndo ha dados disponiveis de adultos para esta via, sendo assim
estimado o risco somente para criangas. No presente estudo, estimou-se, aleatoriamente, a
frequéncia de dois contatos méo-rio e mao-boca por hora pelas criancas de Manaus como evento

de exposicao.
4.9.4. Dose-Resposta (DR)

Os riscos de infeccdo por RVA foram estimados baseando-se no modelo beta-poisson

como dose-resposta, que foi desenvolvido a partir de estudo envolvendo a ingestdo humana da
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cepa de rotavirus CIJN (Ward et al., 1986; Gerba et al., 1996). A probabilidade de infeccao (Pi) é

determinada pela seguinte formula:
D
P=1-(1+—>)"
B

Onde, D = dose ingerida (que corresponde ao Cj do modelo empregado nesta tese), o =
0,2531 e = 10,4265 (Ward et al., 1986; Gerba et al., 1996).

4.9.5. Caracterizagado do risco

Os riscos foram estimados por simulacdes de Monte Carlo com 10.000 iteracdes pelo
programa @Risk® versio 6 (Palisade Corp.'s). Estes foram expressos como risco de infecgdo por
média e 95 % de intervalo de confianca. Como ndo existe informagdo disponivel sobre a
frequéncia da exposicdo em Manaus, os riscos foram estimados com base em exposicao
individual e pontual.

Os valores dos parametros empregados para estimativa de dose ingerida foram
considerados incertos, sendo estas incertezas descritas pelas respectivas distribuicdes de
probabilidade.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo das metodologias de concentracdo, deteccdo e quantificacdo de virus

de origem humana e animal

5.1.1. Método de floculagédo organica

O método de floculagdo orgénica foi avaliado pela realizacdo de inoculagdes
experimentais de concentragfes conhecidas de HAdV 35 e RVA G2P[4] em oito amostras
representativas dos tipos de agua analisados no projeto (Rio Negro e igarapes). Os percentuais de
recuperacdo variaram de acordo com os pontos de coleta e virus inoculados e apresentaram
valores médios entre 6,3 a 1282,6 % (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Eficiéncia de recuperacdo de adenovirus humano 35 (HAdV 35) e rotavirus

grupo A (RVA) pelo método de floculacdo organica.

Ponto de Virus inoculado
Coleta HAdV 35 RVA G2P[4]
MAO1 11,7 (5,7 - 23,2) 9,4 (3,8 —14,3)
MAO2 12826 (260,9—2511,9) 6,3 (4,5—10,5)
MAO3 39,7 (9,3 -68,0) 8,1(2,1-17,3)

"Resultados expressos em Média % (Minimo — Méaximo); MAO1 — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de

recreagdo); MAO2 — igarapé S&o Raimundo; MAO3 — igarapé Quarenta/Educandos.

Durante o periodo de monitoramento foram realizados experimentos de recuperacdo de
HAdV 35 como controles positivos do método. HAdV foi recuperado em 97% das amostras
inoculadas com resultados de eficiéncia de recuperacdo variando de acordo com 0s pontos e as

campanhas de coleta (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2. Percentuais de recuperacao de adenovirus humano 35 (HAdV 35) nos ensaios de

inoculacdo experimental nas amostras coletadas durante o monitoramento.

Ponto Coleta

de
coleta Jan/2011 Abril/2011 Jul/2011 Out/2011 Jan/2012 Margo/2012 Maio/2012
MAO1 0 2 71 16 25 35 31
MAOQ2 76 75 127 242 21 82 7
MAO3 193 116 133 91 16 101 79
MAO4 4 21 52 37 15 83 73
MAO5 NR 60 125 39 40 55 9

NR: N&o realizado; MAO1 — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreacdo); MAO2 — igarapé S&o Raimundo;
MAO3 - igarapé Quarenta/Educandos; MAO4 — Rio Negro/Educandos; MAO5 — Rio Negro/Educandos no fim da
area urbana de Manaus.

5.1.2. Ensaio para avaliacdo de repetitividade e reprodutibilidade dos protocolos
de amplificacdo gendmica quantitativa como ferramentas de rastreamento

microbioldgico de fontes de contaminacéo

A avaliacdo da repetitividade dos protocolos de qPCR utilizados ocorreu pela
quantificacdo de 10 suspensdes de DNA contendo duas concentragfes de HAdV, JCPyV, PAdV e
BPyV. As médias de concentracdes obtidas foram 8,32x10% (¢ = 1,49x10?) e 9,32x10° (¢ =
6,12x10?) CG/10 uL para HAdV, 1,64x10° (c = 1,57x10?) e 1,44x10* (c = 8,73x10?) CG/10 pL
para JCPyV, 6,38x10% (¢ = 5,20x10%) e 8,50x10° (¢ = 1,55x10%) CG/10 pL para PAdV e
1,11x10° (o = 7,17x10%) e 1,10x10* (¢ = 3,96x10%) CG/10 pL para BPyV. Os resultados da
reprodutibilidade pela comparacdo dos nossos resultados e os obtidos pelos demais laboratorios

encontram-se no Anexo 4.

5.1.3. Ensaios de proficiéncia externa

Ensaios de proficiéncia externa pelo QCMD foram realizados pelo recebimento de dois
painéis de amostras: um contento oito amostras para HAdV e um contendo 12 amostras para NoV

GII. Os resultados demostraram uma sensibilidade mais baixa para todos os trés sorotipos de
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HAdV quando comparados aos valores consenso de todos os participantes do QCMD, apesar dos

valores quantitativos de quatro das amostras positivas estarem dentro de um desvio padrdo da

média do grupo consenso (Tabela 5.3).

Tabela 5.3. Resultados do teste de proficiéncia externa para quantificacdo de adenovirus

humanos (HAdV).
: Desvio padréao
Sorotipo de LVCA Valor consenso
Amostra consenso
HAdV (Log1oCG/mL)  (Logio CG/mL)
(Logio CG/mL)
1 34 3,14 3,98 0,68
2 1 2,83 3,16 0,58
3 neg neg neg -
4 1 neg 2,27 0,78
5 1 3,67 4,12 0,55
6 4 2,37 4,25 0,73
7 34 2,75 3,19 0,52
8 1 2,96 3,19 0,58

“Réplicas; Logio CG/mL — Logio copias de genoma por mL; LVCA — Laboratério de Virologia Comparada e

Ambiental; neg — negativo.

Para NoV Gl|, as concentracGes obtidas para as 12 amostras encontraram-se dentro de um

desvio padrdo da média do grupo consenso (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4. Resultados do teste de proficiéncia externa para quantificacdo de norovirus
genogrupo Il (NoV GII).

Desvio padrao

PN Gendtipo de LVCA Valor consenso consenso
NoV (LogioCG/mL)  (Logio CG/mL)
(Logio CG/mL)
1 Gl.3 neg neg -
2 Gll.4 3,44 3,89 0,58
3 Gll.4 4,50 4,02 1,22
4 Gl.3 neg neg -
5 neg neg neg -
6 ‘Gll.4 5,51 5,28 1,08
7 “Gll.4 5,55 5,28 1,09
8 Gl.7 neg neg -
9 neg Neg neg -
10 Gl.8 Neg neg -
11 Gll.b 8,00 6,69 1,73
12 Gll.4 9,49 9,45 1,28

“Réplicas; Logio CG/mL — Logio copias de genoma por mL; LVCA — Laboratério de Virologia Comparada e
Ambiental; neg — negativo.

5.2. Monitoramento das &guas do Rio Negro e dos igarapés da cidade de
Manaus/AM considerando o ciclo hidrologico deste rio, no periodo de janeiro de
2011 a maio de 2012, pela detecgéo e quantificacdo de virus de origem humana e

animal

Durante o periodo de monitoramento, um total de 272 amostras de 4gua foram coletadas
em campanhas realizadas nas estagdes de seca (trés) e cheia (quatro), correspondendo a 112 e 160
amostras, respectivamente. A Figura 5.1 mostra os pontos de coleta nas diferentes estagtes do
ciclo hidrolégico do Rio Negro, cujo nivel de agua variou de 16,76 a 29,97 m no periodo deste

estudo.
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MA 01 —Rio Negro / Praia de PontaNegra

MA 02 —igarapé Sto Raimundo

MA 04 — Rio Negro / Educandos

Figura 5.1. Pontos de coleta considerando o ciclo hidroldgico do Rio Negro. A — Seca. B —

Cheia.

5.2.1. Rastreamento das fontes de contaminagdo humana e animal

Os HAdV e JCPyV foram detectados em mais de 65 % das amostras, sendo observados
percentuais de 100 % de detec¢do nos igarapés (MAO2 e MAO3) e no Rio Negro no fim da area
urbana da cidade (MAO05) (Figura 5.2). Os virus de origem animal foram detectados somente em
trés pontos de coleta (MA02, MAO3 e MAO05S), apresentando baixos percentuais de deteccdo (0,7
e 1,8 %) (Figura 5.2).
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Pontos de Virus

8.1% Coleta  HaAgv  JCPyV  PAAV  BPyV

2.6%

*44/56  22/36
MAO01 0 0
(78.6) (39.3)

56/36 53/36 2/56
MA02 0
(100) (94.6) (3.6)
56/36 51/36 3/56
MA03 0
(100) ©1.,1) (5.4)

MAO4 0 0

48/48 34/48 2/48
91,99 MAO0S 0
(100) (70.8) 4.2)

EVius Humanos 8 Virus Humanos e Animais ONegativas ) ) ) )
250/272  189/272 21272 5/272

TOTAL
91,9) (69.5) 0,7) (1,8)

Figura 5.2. Deteccdo de virus de origem humana e animal em ecossistemas aquaticos da

cidade de Manaus. *positivo/total (%); HAdV — adenovirus humano; JCPyV — poliomavirus JC; PAdV —
adenovirus suino; BPyV — poliomavirus bovino; MAO1 — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (&rea de recreacdo);
MAO2 — igarapé Sdo Raimundo; MAO3 — igarapé Quarenta/Educandos; MAO4 — Rio Negro/Educandos; MAQO5 — Rio

Negro/Educandos no fim da area urbana de Manaus.

5.2.2. Deteccao de virus gastroentéricos

Os RVA foram detectados em 23,9 % das amostras analisadas, em concentracdes
variando de 102 a 10° CG/L, enquanto os NoV GII apresentaram menores percentuais de deteccio
(7,4 %) e menores concentragdes (102 a 10* CG/L) (Tabela 5.5). Estes virus foram detectados em
todos os pontos de amostragem, com excecdo dos NoV Gll, que ndo foram detectados nos pontos
MAO4 (foz do igarapé Quarenta) e MAO5 (Rio Negro no final da area urbana da cidade). Maiores

taxas de detecgdo foram observadas nos igarapés urbanos (MAO2 e MAO3).
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Tabela 5.5. Deteccdo e quantificacdo de rotavirus grupo A (RVA) e norovirus genogrupo Il

(NoV GII) de acordo com os locais de amostragem.

Virus
FEIIED EE RVA NoV Gl
Coleta
_ Concentracéo _ Concentracéo
Deteccao Deteccao
(CGIL) (CGIL)
*1/56 8/56
MAO01 103 10% - 10*
(1,8) (14,3)
22/56 5/56
MAOQ02 10%- 104 108 — 10*
(39,3) (8,9)
27/56 7/56
MAO03 10% - 108 102 -10*
(48,2) (12,5)
7/56
MAO04 10% - 10° 0 -
(12,5)
8/48
MAO5 10% — 10° 0 -
(16,7)
65/272 20/272
TOTAL 10% - 10° 10% - 10*
(23,9) (7,4)

“positivo/total (%); CG/L — copias de genoma por litro; RVA — rotavirus grupo A; NoV Gl — norovirus genogrupo
I1; MAO1 — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreacdo); MA02 — igarapé Sdo Raimundo; MAO3 — igarapé
Quarenta/Educandos; MAO4 — Rio Negro/Educandos; MAO5 — Rio Negro/Educandos no fim da &rea urbana de

Manaus.

5.2.3. Detecgéo e quantificagdo de virus de origem humana e animal de acordo
com o ciclo hidrolégico do Rio Negro

A Tabela 5.6 apresenta os resultados de deteccdo viral considerando o ciclo hidrolégico
do Rio Negro. HAdV, JCPyV e RVA foram mais detectados durante a cheia, enquanto NoV GllI
foi detectado somente na seca (p < 0,05). Considerando cada ponto de amostragem, diferencas
estatisticamente significativas entre as estacdes seca e cheia foram observadas: MAOL - NoV Gl
(p = 0,0039), MAO2 - NoV GII (p = 0,011), MAO3 - JCPyV e NoV GlII (p = 0,01 e p = 0,0015),
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MAO4 - HAdV, JCPyV e RVA (p < 0,0001, p < 0,0001 e p = 0,016) e MAO5 - RVA (p =
0,0394).

Os PAdV e BPyV foram detectados somente na cheia (Tabela 5.6), entretanto ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa para a deteccdo de ambos nos dois periodos de

estudo (p =0,5138 e p = 0,0798).
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Tabela 5.6. Deteccéo de virus de origem humana e animal nas 272 amostras de rio de acordo com os pontos de coleta e o ciclo

hidrol6gico do Rio Negro.

Pontos HAdV JCPyV RVA NoV GlII PAdV BPyV
de
. "Seca  "Cheia Seca Cheia Seca Cheia Seca Cheia Seca Cheia Seca Cheia
oleta
MAO1 16 28 8 14 0 1 18 0 0 0 0 0
MAO02 24 32 21 32 7 15 15 0 0 2 0 0
MAO03 24 32 *119 32 8 19 7 0 0 0 0 3
MAO4 114 32 *15 24 “10 7 0 0 0 0 0 0
MAOQO5 16 32 12 22 “10 8 0 0 0 0 0 2
194 156 *165 124 *115 50 120 0 0 2 0 5
TOTAL

(83,9%) (97,5%) (58,0%) (77,5%) (13,4%) (31,3%) (17,9%) (0,0%) (0,0%) (1,3%) (0,0%)  (3,1%)

“n seca = 112, n cheia = 160 e n total =272; *p < 0,05 (diferenca estatisticamente significativa de detecgdo entre as estacGes); HAdV — adenovirus humano;
JCPyV — poliomavirus JC; RVA — rotavirus grupo A; NoV GII — norovirus genogrupo Il; PAdV — adenovirus suino; BPyV — poliomavirus bovino; MAO1 — Rio
Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreacdo); MAQ2 — igarapé Sdo Raimundo; MAO3 — igarapé Quarenta/Educandos; MAO4 — Rio Negro/Educandos; MAO5 —

Rio Negro/Educandos no fim da area urbana de Manaus.

55



As concentragBes dos virus de origem humana variaram de 102 a 10° CG/L, sendo as
concentracdes mais elevadas de HAdV e JCPyV observadas nos igarapés MA02 e MAO3 (Figura
5.3). HAdV foi detectado em todas as amostragens e pontos de coleta, em concentracfes que
variaram em trés logio ao longo do periodo estudado. Apesar da menor prevaléncia de JCPyV,
quando detectado, a sua concentracdo foi semelhante a dos HAdV na maioria das amostragens e
pontos de coleta. Um aumento na concentracdo de RVA pbde ser observado quando o nivel de
Rio Negro aumentou e a concentracdo de NoV GlI foi semelhante em todos os pontos quando
detectado. Diferenca estatisticamente significativa na concentragdo viral foi observada apenas
para RVA ao considerar o ciclo hidrolégico do Rio Negro (p < 0,0001). Ao considerar cada ponto
de amostragem, foram observadas significancias estatisticas para HAdV nos pontos MAO4 e
MAO05 (p = 0,0018 e p = 0,0096), JCPyV no MAO1 (p = 0,0441) e RVA nos MA0O2 e MAO3 (p =
0,0002 e p = 0,024).

As concentragOes dos virus de origem animal variaram de 10* a 10 CG/L, sendo maiores

concentracdes observadas para PAdV (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Quantificacédo de virus de origem humana e animal nas oito amostras coletadas nos pontos de coleta de acordo com
a amostragem e o nivel do Rio Negro. Nao foi realizada coleta em janeiro de 2011 no MA05. HAdV — adenovirus humano; JCPyV —
poliomavirus JC; RVA — rotavirus grupo A; NoV GII — norovirus genogrupo Il; PAdV — adenovirus suino; BPyV — poliomavirus
bovino; CG/L — copias de genoma por litro; MAOL — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreacdo); MAO2 — igarapé Sao
Raimundo; MAO3 — igarapé Quarenta/Educandos; MAO4 — Rio Negro/Educandos; MAO5 — Rio Negro/Educandos no fim da area

urbana de Manaus.
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5.2.4. Caracterizagdo molecular dos virus

Vinte e cinco amostras de RVA representativas dos pontos MAO1, MA02 e MAOQ3 foram
submetidas a protocolos de caracterizagdo pela VP4, VP7 e VP6 para os estudos de avaliacdo de
risco. Pela classificacdo binaria VP4-VP7 por semi-nested PCR, trés amostras de MAO3 foram
caracterizadas como P[8] e ndo houve resultado positivo para G. Pelo sequenciamento de VP6,
duas amostras apresentaram maior identidade nucleotidica (99%) com amostras G2P[4] (uma de
MAO2 e uma de MAO3) e uma amostra (MAO03) com G3P[9] (99%). Vale ressaltar que a amostra
G2P[4] de MAO03 foi uma das que também apresentou amplificacdo de P[8].

Sessenta e trés amostras positivas para HAdV provenientes dos mesmos pontos foram
submetidas a protocolos de caracterizacdo molecular. O sequenciamento nucleotidico de 26
amostras demonstrou maior identidade nucleotidica (99%) com amostras de HAdV 41 (quatro de
MAO1, nove de MAO2 e 13 de MAO03).

5.2.5. Qualidade da &4gua por parametros bacterioldgicos

E. coli e enterococos foram detectadas em todas as amostragens, com excegdo da E. coli
no ponto MAO1 em janeiro de 2011. Trinta e dois (87/272) e 35 (85/240) por cento das amostras
foram classificadas como ndo conformes com a regulamentacéo vigente para aguas destinadas a
recreacdo de contato primario, pois apresentaram concentracdes mais elevadas que 0 maximo
estabelecido para E. coli (2000 NMP/100 mL) e enterococos (400 NMP/100 mL),
respectivamente.

Esses indicadores bacterioldgicos excederam as concentra¢fes padrdo principalmente nos
igarapes MAO2 e MAO3 e em outubro, quando o nivel do Rio Negro (16,76 m) foi o menor
observado (Figura 5.4). A Praia de Ponta Negra (MAOQ1) foi considerada adequada para recreagédo
com base em E. coli e enterococos, exceto em abril e julho de 2011, quando as concentragcOes de
enterococos excederam os padrées em quatro e trés das oito amostras coletadas, respectivamente.
N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas concentracdes de bactérias

entre as estagdes seca e cheia (p E. coli =0,4308 e p enterococos = 0,1325).
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1,00E+05
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enterococos (NMP/100mL)

Amostragem

Figura 5.4. Quantificacdo mediana de Escherichia coli (E. coli) e enterococos como
indicadores microbioldgicos de contaminacdo fecal para aguas de recreacdo em Manaus.
Threshold significa concentragdo maxima para ambos os indicadores com base na
regulamentacdo brasileira (2000 e 400 NMP/100 mL, respectivamente). A quantificacdo de
enterococos em janeiro de 2011 nédo foi realizada. NMP/100 mL — NUmero mais provavel por
100 mL; MAO1 — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreacdo); MAO2 — igarapé Sao
Raimundo; MAO3 — igarapé Quarenta/Educandos; MAO4 — Rio Negro/Educandos; MAO5 — Rio
Negro/Educandos no fim da area urbana de Manaus.

5.2.6. Correlagdes entre adenovirus humano (HAdV) e poliomavirus JC (JCPyV)

e indicadores bacteriologicos de contaminacéo fecal humana da agua

Sessenta e cinco por cento das amostras positivas para HAdV e JCPyV foram detectadas
quando a quantificacdo de E. coli foi inferior ao maximo estabelecido pela norma brasileira para

aguas de recreacdo, ao passo que 64,2 % e 61,8 % das amostras positivas para HAdV e JCPyV,
59



respectivamente, foram detectadas quando a quantificacdo de enterococos estava dentro do
padrdo. Considerando a area de recreacdo (MAOQ1), todas as amostras positivas para HAdV e
JCPyV foram detectadas quando a concentracdo de E. coli estava aceitavel e 90,7 % e 86,4 % das
amostras positivas para HAdV e JCPyV, respectivamente, foram detectadas quando enterococos
estavam em conformidade com a regulamentacao.

As concentracbes de HAdV e JCPyV foram maiores que as observadas para o0s
indicadores bacteriol6gicos na maioria dos pontos de coleta nas estacdes do ciclo hidroldgico do

Rio Negro (Figura 5.5).

B HAdV Seca
OHAJV Cheia
aJCPyV Seca
JCPyV Cheia
AE. coli Seca

1 ®E. coli Cheia

Lﬂgm CG/L e Lng". NMF/L

Pontos de Coleta

17 BHAAV Seca
O HAJV Cheia
OJCPyV Seca
JCPyV Cheia

Lﬂgm CG/L e Lﬂgm NMPF/L
.

A enterococos Seca

@ enterococos Cheia

Pontos de coleta

Figura 5.5. Concentragdes medianas de marcadores virais e bacterioldgicos de acordo com
o ciclo hidrologico do Rio Negro. HAdV — adenovirus humano; JCPyV — poliomavirus JC; E.
coli — Escherichia coli; CG/L — copias de genoma por litro; NMP/L — nimero mais provavel por
litro, MAO1 — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreacdo); MAO2 — igarapé Sao
Raimundo; MAO3 — igarapé Quarenta/Educandos; MAO4 — Rio Negro/Educandos; MAO5 — Rio
Negro/ Educandos no fim da &rea urbana de Manaus.
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Os coeficientes de correlacdo de Spearman (r) obtidos entre os virus e os parametros
bacterioldgicos estdo apresentados na Tabela 5.7. Estes apresentaram valores entre 0,274 e 0,762,
ndo sendo observadas correlacBes fortes entre os parametros. Correlacdes ndo significativas
foram observadas entre JCPyV e E. coli e HAdV apresentaram valores de r mais elevados que 0s
de JCPyV.

Tabela 5.7. Correlagdes entre adenovirus humano (HAdV), poliomavirus JC (JCPyV),
Escherichia coli (E. coli) e enterococos como indicadores de contaminacéo fecal humana em
aguas de rio de Manaus. Para todos os coeficientes de correlagdo, p < 0,001.

HAdV  JCPyV  E.coli Enterococos

HAdV 0,762 0,544 0,491
JCPYV 0,762 0,274 0,374
E. coli 0,544 0,274 0,607

Enterococos 0,491 0,374 0,607

5.2.7. Caracterizacdo dos ambientes aquaticos por parametros fisico-quimicos

As medicbes dos parametros fisico-quimicos estdo apresentadas na Tabela 5.8.
Considerando os periodos de seca e cheia, diferencas significativas para todos os parametros em
todos os pontos de amostragem foram observadas (p <0,05), exceto para temperatura nos pontos
MAO2, MAO3 e MAO5 e condutividade nos pontos MAO4 e MAO5. Foram observadas
temperaturas medianas de 28-29 ‘C e medianas mais elevadas de pH, turbidez e condutividade

principalmente na estacao seca nos igarapés (MA02 e MA03).
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Tabela 5.8. Mediana dos parédmetros fisico-quimicos de acordo com os pontos de coleta e o

ciclo hidroldgico do Rio Negro.

Temperatura Turbidez Condutividade
Pontos de pH
(cC) (UNT) (uS/cm)

Seca Cheia Seca Cheia Seca Cheia Seca Cheia
MAO1 29,8 29,4 “5,9 51 21,0 9,0 10,0 9,0
MAO02 28,4 28,7 6,9 5,4 43,0 7,5 “267,0 10,1
MAO3 29,1 29,3 69 6,0 56,0 90 2960 21,0
MAO4 29,6 29,1 “5,8 51 9,0 5,0 8,0 8,0
MAO5 29,4 29,3 5,9 51 11,5 3,0 7,5 8,0

“p < 0,05 (diferenca estatisticamente significativa entre as estagGes); C — graus Celsius; UNT — Unidades

coleta

Nefelométricas de Turbidez; uS/cm — microSiemens por centimetro; MAOL — Rio Negro/Praia de Ponta Negra
(4rea de recreagdo); MAQ2 — igarapé Sdo Raimundo; MAOQ3 - igarapé Quarenta/Educandos; MAO4 — Rio

Negro/Educandos; MAO5 — Rio Negro/Educandos no fim da area urbana de Manaus.

5.2.8. Avaliacéo de risco de infeccBes por rotavirus grupo A (RVA)

A avaliacdo de risco foi utilizada para estimar os riscos de infecgdes por RVA
considerando recreacdo e contato mdo-boca como vias de exposicdo as aguas de Manaus dos
pontos MAO1, MAO2 e MAOQ3.

Os resultados obtidos foram apresentados conforme o modelo conceitual deste estudo,
que incluiu a estimativa da concentracdo viral na 4gua, a atividade de exposicéo envolvida, a dose
de particulas virais infecciosas ingeridas, 0 modelo dose-resposta e a caracterizagdo do risco para
criancas e adultos.

As distribuicbes de probabilidade e parametros utilizados no modelo estdo apresentados
na Tabela 5.9.

Como néo houve diferenca estatisticamente significativa nas concentragcdes estimadas por
gPCR e recuperacbes de RVA (p = 0,7250, p = 0,2315, respectivamente) nos pontos MAO2 e
MAO03, a estimativa de risco foi considerada igual nos dois pontos, sendo utilizados os dados do
ponto MAO2.
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Tabela 5.9. Distribui¢des de probabilidade e paréametros utilizados no modelo para a

avaliacdo de risco de infeccBes por rotavirus grupo A (RVA) pela exposicdo a ecossistemas

aquaticos de Manaus.

Distribuicio .
Modelo Referéncia
(parametros)
Recuperacéo
MAO1 Beta (2,38, 22,81)
Presente estudo
MAO02/MA03 Beta (0,93, 13,77)
Infecciosidade (MAO1, MA02/MAO03) Beta (1,01, 1,01) Presente estudo
Concentracgéo
MAO1 Gamma (1,27, 10,93)
Presente estudo
MAOQ02/MAO03 Gamma (0,33, 6591,76)

Volume Ingerido

Recreacdo (mL)

Contato mao-boca (criangas) (1L/60 min)

Espessura da pelicula de agua sobre as

méaos (mm)

Superficie da mao que é inserida na boca

(mm?)

Frequéncia contato méo-boca (n/min)

Adulto: Gamma (0,45, 60) Schets et al.,

2011
Crianca: Gamma (0,64, 58)
Uniforme (0,0214, 0,0499) USEPA, 2011
Uniforme (100, 2000) USEPA, 2011
Gamma (2, 60) De Man et al.,

2014a; Presente

estudo

MAO1 — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreagdo); MAO2 — igarapé Sdo Raimundo; MAOQ3 — igarapé

Quarenta/Educandos.

63



5.2.8.1. Concentragéo viral

Representacdes das concentracdes virais obtidas para cada amostra considerando a
abordagem de diferentes dimensdes e escalas utilizadas nesta tese estdo apresentadas na Figura
5.6.
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Figura 5.6. Concentracfes estimadas de rotavirus grupo A (RVA) considerando 95 % de
intervalo de confianca da curva padréo. Cada circulo representa um ponto da curva padréo e as
duas areas com pontos cinza representam as distribui¢c6es para amostras de dgua com valores de
ct acima e abaixo do limite de deteccdo do protocolo de gPCR, sendo cada ponto em cinza

representativo de cada uma das 100.000 iteragdes da simulagéo.
5.2.8.2. Dose de particulas virais infecciosas ingeridas
5.2.8.2.1. Concentragéo viral
A curva da distribuicdo de probabilidade gamma para as concentra¢ées de RVA com 95%
de intervalo de confianga em cada ponto de coleta estd demonstrada na Figura 5.7. Os parametros
estimados para estas distribuicdes estdo apresentados na Tabela 5.9. Pode-se observar que o

ponto MAO2/MAOQ3 apresentou curva enviesada para a esquerda, em funcdo da maior

concentracdo observada neste ponto.
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Figura 5.7. Curvas de distribuicdo de probabilidade gamma das concentracdes de rotavirus
grupo A (RVA) considerando cada ponto de amostragem. CG/L — cdpias de genoma por litro;
MAO1 — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreacdo); MAO2 — igarapé Sdo Raimundo;
MAO03 — igarapé Quarenta/Educandos.

5.2.8.2.2. Eficiéncia da recuperacao

As curvas de distribui¢do beta com 95 % de intervalo de confianga para recuperacao de
RVA nos pontos estudados estdo apresentadas nas Figuras 5.8 e 5.9. Os parametros estimados
destas distribuicOes estdo apresentados na Tabela 5.9. Para ambos 0s casos, a curva enviesou-se
para a direita, em funcdo da maior parte dos percentuais de recuperacdo encontrarem-se abaixo de
10 % (item 5.1, Tabela 5.1).
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Figura 5.8. Curva de distribuicdo de probabilidade beta para a recuperacdo de rotavirus

grupo A (RVA) no ponto MAO1 (Rio Negro/Praia de Ponta Negra).
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Figura 5.9. Curva de distribuicdo de probabilidade beta para a recuperacdo de rotavirus
grupo A (RVA) nos igarapés MA02/MA03 (MA02 - Sdo Raimundo /MA03 -

Quarenta/Educandos).

5.2.8.2.3. Percentual de particulas infecciosas

A curva de distribuicdo beta com 95 % de intervalo de confianca para o percentual de
particulas infecciosas (considerando 0,01 a 99,99 %) para os trés pontos estudados esta

demonstrada na Figura 5.10. Os parametros estimados para esta distribuicdo estdo apresentados

na Tabela 5.9.
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Figura 5.10. Curva de distribuicdo de probabilidade beta para o percentual de particulas
infecciosas de rotavirus grupo A (RVA) nos trés pontos estudados. MAOL1 — Rio Negro/Praia
de Ponta Negra (area de recreacdo); MAO2 — igarapé Sdo Raimundo; MAO3 - igarapé

Quarenta/Educandos.

5.2.8.2.4. Volume de agua ingerido

Para as atividades recreacionais, considerou-se 0s volumes ingeridos e distribuicfes
correspondentes descritos por Schets e colaboradores (2011), sendo o0s parametros destas
distribuicbes apresentados na Tabela 5.9. As curvas das distribuicdes gamma com 95 % de
intervalo de confianca para o volume de agua ingerido por adultos e criancas em atividades

recreacionais nos pontos estudados estdo apresentadas nas Figuras 5.11 e 5.12, respectivamente.
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Figura 5.11. Curva de distribuicdo de probabilidade gamma para o volume de &gua
ingerido por adultos em atividades recreacionais em agua doce. MAO1 — Rio Negro/Praia de

Ponta Negra (area de recreacdo); MAO2 — igarapé Sdo Raimundo; MAO3 - igarapé

Quarenta/Educandos.
0 167
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Figura 5.12. Curva de distribuicdo de probabilidade gamma para o volume de agua
ingerido por criangas em atividades recreacionais em agua doce. MAO1 — Rio Negro/Praia de
Ponta Negra (area de recreacdo); MAO2 - igarapé Sdo Raimundo; MAO3 - igarapé
Quarenta/Educandos.

Para contato méo-boca, o célculo do volume ingerido inclui: espessura da pelicula de agua
sobre as maos (h), area da mao inserida na boca (A) e frequéncia de contato mao-boca (fum).
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Os parametros estimados para estas distribuicdes estdo descritos na Tabela 5.9 e as curvas
de distribuicdo com 95 % de intervalo de confianca apresentadas nas Figuras 5.13, 5.14 e 5.15,

respectivamente.
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Figura 5.13. Curva de distribuicdo de probabilidade uniforme para espessura da pelicula de
agua sobre as maos (h) formada nas criancas quando em contato com a agua. MA02 —

igarapé Sdo Raimundo; MAO3 — igarapé Quarenta/Educandos.
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Figura 5.14. Curva de distribuicdo de probabilidade uniforme para area da mao que é
inserida na boca (A) pelas criancas. MAQ2 — igarapé Sdo Raimundo; MAO03 — igarapé

Quarenta/Educandos.
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Figura 5.15. Curva de distribuicdo de probabilidade gamma para frequéncia de contato
mao-boca (fum) pelas criancas. MAO2 — igarapé S&o Raimundo; MAO3 - igarapé
Quarenta/Educandos.

5.2.8.3. Caracterizacdo do risco

As estimativas de risco de infeccdo por RVA por recreacdo e contato mao-boca nos
pontos estudados estdo apresentadas nas Figuras 5.16 e 5.17, respectivamente. Os dados apontam
probabilidades médias de infec¢do entre 0,7099 a 0,8680 para atividades recreacionais, sendo
maiores 0s riscos pelo contato com os igarapés (MA02/MAO03) e para criangas. Para contato mao-
boca, a probabilidade média foi de 0,3954, embora maior frequéncia tenha sido observada para
probabilidade préxima a zero.
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Figura 5.16. Probabilidades de infeccdo de adultos e criancgas por rotavirus grupo A (RVA) por atividades recreacionais nos

ambientes aquéticos da cidade de Manaus. MAO1 — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreacdo); MAO2 — igarapé Séao

Raimundo; MAO3 — igarapé Quarenta/Educandos.
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Figura 5.17. Probabilidades de infeccdo de criancas por rotavirus grupo A (RVA) pelo
contato méo-boca com os igarapés da cidade de Manaus. MAO2 — igarapé S0 Raimundo;

MAO03 — igarapé Quarenta/Educandos.

5.3. Cheia historica do Rio Negro em Manaus, junho de 2012

Em junho de 2012, o Rio Negro atingiu niveis préximos a 30 m, caracterizando o pior

evento extremo de cheia desde 1902, e resultou na inundacdo de diferentes regides da cidade

de Manaus, especialmente as areas ribeirinhas (Figura 5.18).

Figura 5.18. Areas inundadas na cheia historica do Rio Negro, Manaus, 2012. Fotos: A —
Tiago Melo; B — Rafael S. Nobre/Portal Amazénia; C e D — autor da tese; E — Pedro Martinelli; F — Marcio

Melo/Futura Press.
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Neste ano, dados obtidos do MDDA registraram um aumento no namero de casos de
GA na cidade (75.908) quando comparados aos obtidos em 2011 (54.180). Um aumento de
49% no numero de casos de abril a junho de 2012 (5.942 em abril, 6.158 em maio e 8.867 em
junho) contra 33 % em 2011 (4.159 em abril, 4.824 em maio e 5.517 em junho) foi observado.
Também foi observada associac¢do entre 0 aumento do nimero de casos de GA e a elevagéo
do nivel do Rio Negro (Figura 5.19). Os coeficientes de correlagdes de Spearman obtidos
entre o nivel do rio e casos de GA notificados mensalmente foram -0,256 (p = 0,422) e 0,713
(p = 0,009) para 2011 e 2012, respectivamente.
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Figura 5.19. Namero de casos de gastroenterite notificados e nivel do Rio Negro em

Manaus em 2011 e 2012. Programa Brasileiro de Monitorizagio de Doengas Diarréicas Agudas (MDDA,
2015); Porto de Manaus, 2015.

Durante esta cheia, um total de 40 amostras de agua foram coletadas nos cinco pontos
previamente estudados. Todas as amostras foram positivas para pelo menos um tipo de virus.
HAdV foi o virus mais prevalente (100 %), seqguido por RVA (77,5 %) e NoV GlI (27,5 %)
(Tabela 5.10). HAstV, NoV GIV, SaV, KV, HBoV e AiV ndo foram detectados pelas
metodologias aplicadas. Nesta campanha, as taxas de recuperagdo estimadas de HAdV 35
foram de 62 %, 63 %, 135 %, 81 % e 134 % em MAO1 a MAO5, respectivamente.
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Tabela 5.10. Detec¢do de adenovirus humano (HAdV), rotavirus grupo A (RVA) e
norovirus genogrupo Il (NoV GII) em amostras de agua coletadas na cheia historica do

Rio Negro em Manaus, 2012.

Pontos
PR, HAdV RVA NoVGlI

MAO1 8 0 0
MAOQ2 8 8 7
MAO3 8 7 0
MAO4 8 8 3
MAO5 8 8 1
Total 40 31 11

(%) (100) (77,5) (27,5)
MAO1 — Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreagdo); MAO2 — igarapé S&o Raimundo; MAO3 — igarapé

Quarenta/Educandos; MA0O4 — Rio Negro/Educandos; MAO5 — Rio Negro/Educandos no fim da area urbana de

Manaus.

As concentracGes virais variaram de acordo com o virus e pontos de coleta.
Considerando a area de recreacdo (MAO1), apenas HAdV foi detectado e em concentracdes
de 10% a 10* CG/L (Figura 5.20). Os pontos MA02 a MAO5 foram positivos para HAdV,
RVA e NoV GllI, exceto MAO3, que foi negativo para NoV GlI. Os pontos MA02 e MAO3
(igarapés) apresentaram as maiores concentracdes de HAdV (10°-10° CG/L) e RVA (10*-10°

CGI/L). As concentracdes de NoV Gl variaram de 10% a 10* CG/L nos pontos de amostragem.
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Figura 5.20. Quantificag0es virais e bacterianas em cada uma das oito amostras
coletadas nos cinco pontos de coleta durante a cheia histérica do Rio Negro em Manaus,
2012. HAdV - adenovirus humano; RVA - rotavirus grupo A; NoV GIlI — norovirus
genogrupo II; E. coli — Escherichia coli; logio CG/L — logio copias de genoma por litro; logio
NMP/100 mL — logio nimero mais provavel por 100 mL; MAO1 — Rio Negro/Praia de Ponta
Negra (area de recreacdo); MAO2 - igarapé Sdo Raimundo; MAO03 - igarapé
Quarenta/Educandos; MAO4 — Rio Negro/Educandos; MAO5 — Rio Negro/Educandos no fim

da &rea urbana de Manaus.

As deteccdes e concentracOes virais observadas durante este evento extremo de cheia
foram comparadas as obtidas nas amostragens realizadas nos mesmos pontos no periodo de
seca (outubro) e cheia (julho) de 2011 (Figura 5.21 e Tabela 5.11). Foram observados
diferentes percentuais de deteccdo, principalmente para RVA e NoV Gll, e, portanto, em
certos casos, as concentracdes ndo puderam ser comparadas: RVA ndo foi detectado em
alguns pontos na cheia e na seca em 2011 e NoV GlI s6 foi detectado na cheia de 2012.
Diferencas estatisticamente significativas nas concentragbes virais foram observadas para
HAdV e RVA (Tabela 5.11).
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Figura 5.21. Concentragdes de adenovirus humano (HAdV), rotavirus grupo A (RVA) e
norovirus genogrupo Il (NoV GIl) na cheia histérica do Rio Negro em Manaus, 2012, e
nos periodos de seca e cheia de 2011. Logio CG/L — logio cOpias de genoma por litro; MAO1
— Rio Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreacdo); MAO2 — igarapé Sdo Raimundo;
MAO3 - igarapé Quarenta/Educandos; MAO4 — Rio Negro/Educandos; MAO5 — Rio

Negro/Educandos no fim da area urbana de Manaus.

Tabela 5.11. Valores de p obtidos nos testes de Mann-Whitney para comparacgdo das
concentracdes virais na cheia historica de 2012 e nos periodos de seca e cheia de 2011.
Pontos HAdV RVA NoV GllI
de coleta  Cheia Seca Cheia  Seca Cheia  Seca
MAO1 0.6454  0.1949 - - - -
MAOQ2 0.8785 0.0003' 0.01042
MAO3 0.0002> 0.0002> 0.0006° - - -
MAO4  0.0002° 0.0444° - - - -
MAO5  0.00022 0.0002? - - - -
Total <0.00012 0.0693 <0.00012 - - -

concentrages inferiores na cheia recorde de 2012; 2concentragdes superiores na cheia recorde de 2012; HAdV

— adenovirus humano; RVA - rotavirus grupo A; NoV GII — norovirus genogrupo Il; MAOL — Rio Negro/Praia
de Ponta Negra (&rea de recreagdo); MAO2 — igarapé Sdo Raimundo; MAO3 — igarapé Quarenta/Educandos;
MAO04 — Rio Negro/Educandos; MAO5 — Rio Negro/Educandos no fim da area urbana de Manaus.
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Todas as amostras positivas pela qPCR foram submetidas a protocolos de PCR
qualitativo para caracterizacdo viral. Doze amostras de HAdV, seis do ponto MAQ2 e seis do
ponto MAO3, foram amplificadas e os produtos de 301 pb foram sequenciados. A analise
comparativa com sequéncias disponiveis no BLAST demonstrou que 11 amostras
apresentaram 99% de identidade nucleotidica com HAdV 41 e uma com HAdV 2.

Das 31 amostras positivas para RVA, um total de 18 amostras foram caracterizadas
com sucesso para G e/ou P. Com base na amplificacdo de fragmentos de 244 pb e 267 pb pela
semi-nested PCR, nove amostras foram caracterizadas como G2 (trés de MAOQ2, uma de
MAO3, uma de MAO4 e quatro de MAO5) e nove amostras foram caracterizadas como P6
(trés de MAO02, trés de MAO4 e trés de MAO05S), respectivamente. Deste total, somente trés
amostras de MAQ5 foram caracterizadas para ambos 0s genotipos. Além disso, uma destas
trés amostras de MAO5 também apresentou a banda de 345 pb caracteristica de RVA geno6tipo
P8, sendo assim detectados os gendtipos G2, P6 e P8 na mesma. Nao  foram  observados
resultados positivos por semi-nested PCR para NoV GllI.

E. coli e enterococos foram detectadas em todas as amostras (Figura 5.20). Entretanto,
considerando a regulamentacdo brasileira, todas as amostras de agua estavam compativeis
com os padrdes para ambos os indicadores. Assim, todas as amostras positivas para HAdV
foram detectadas quando a quantificacdo de E. coli e enterococos estavam abaixo do limite

estabelecido pela regulamentacdo para atividades recreacionais (Figura 5.22).
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Figura 5.22. Concentracbes de adenovirus humano (HAdV) em comparacdo as
concentracbes de Escherichia coli (E. coli) e enterococos como indicadores
microbioldgicos de contaminacdo fecal humana para aguas de recreacdo em Manaus.
Logio CG/L - logio copias de genoma por litro; Logio NMP/100 mL - Logio NUmero Mais
Provavel por 100 mL.
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Com relacdo aos parametros fisico-quimicos, as medianas de pH, condutividade,
turbidez e temperatura em cada ponto de coleta encontram-se na Figura 5.23. Os parametros
fisico-quimicos ndo apresentaram valores diferentes entre os locais de amostragem, exceto
turbidez e condutividade, que foram mais elevadas nos pontos MAOL e nos pontos MAQ2 e
MO3, respectivamente.
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Figura 5.23. Valores medianos dos parametros fisico-quimicos obtidos em cada ponto de
amostragem durante a cheia histérica do Rio Negro em Manaus, 2012. MAO1 — Rio
Negro/Praia de Ponta Negra (area de recreacdo); MAO2 — igarapé Sdo Raimundo; MAO03 —
igarapé Quarenta/Educandos; MA04 — Rio Negro/Educandos; MAO5 — Rio Negro/Educandos
no fim da &rea urbana de Manaus.
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6. DISCUSSAO

Este estudo apresenta resultados pioneiros de disseminacdo e quantificacdo de virus de
origem humana e animal em ecossistemas aquaticos da cidade de Manaus. Estes dados foram
obtidos com o intuito de rastrear as fontes de contaminacéo fecal nestas areas e estimar o risco
virologico de exposicdo a estes ambientes. Adicionalmente, virus humanos classicos e
emergentes foram pesquisados nestes ecossistemas em evento extremo de cheia do Rio Negro
na cidade. Anteriormente ao monitoramento conduzido para obten¢do dos dados, também
realizou-se avaliacbes das metodologias utilizadas, de modo que o0s resultados serdo

discutidos de acordo com as diferentes etapas empregadas neste estudo.

6.1. Avaliacdo das metodologias de concentragdo, deteccdo e quantificagdo de

virus de origem humana e animal

Os percentuais de recuperacdo obtidos pela metodologia de floculacdo orgéanica
demonstraram sua aplicabilidade nas dguas acidas provenientes dos ecossistemas aquaticos da
cidade de Manaus, apesar da alta variabilidade observada no percentual dos virus
recuperados.

Descrita inicialmente para gua do mar (Calgua et al., 2008) e validada posteriormente
para agua doce (Calgua et al., 2013a), a floculagdo orgénica com leite desnatado vem sendo
utilizada na deteccdo de virus humanos classicos e emergentes em diferentes matrizes
ambientais (Calgua et al., 2013a, 2013b; Victoria et al., 2014a). Este procedimento apresenta
baixo custo e ndo requer equipamento especializado, sendo, portanto, um protocolo Gtil para a
analise de rotina em laboratorios de saude publica. Entretanto, sua eficacia depende de muitas
variaveis, tais como a concentragdo viral na amostra e a matriz aquética (Calgua et al., 2013a).

Os percentuais de recuperacdo de RVA apresentaram baixa variabilidade entre os
pontos, embora tenham sido inferiores aos 41 % (27-57 %) obtidos por Calgua e
colaboradores (2013a) em amostras de aguas de rio da cidade do Rio de Janeiro, aos 55 %
obtidos por Victoria e colaboradores (2014a) em amostras de mar e, também, aos percentuais
de recuperagdo obtidos para HAdV no presente trabalho. Vale lembrar que foram inoculadas
diferentes concentracdes de HAdV e RVA nestas amostras e ndo foram conduzidos estudos de
inoculagdes de diferentes proporgdes e concentracdes de HAdV e RVA.

Os percentuais de recuperacdo de HAdV apresentaram grande variabilidade (O-

1283%) nas amostras de Manaus, sendo percentuais superiores a 100 % observados
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especialmente nos igarapés da cidade (MAO2 e MAO03), indicando que as caracteristicas das
amostras podem influenciar na eficiéncia de recuperacéo viral. Variagdes altas também foram
observadas nos demais estudos de caso do projeto Viroclime (dados ndo demonstrados) e
quando utilizando a mesma metodologia de concentragdo para amostras de rio da cidade de
Barcelona (50 %; 25-95 %) e Rio de Janeiro (41%; 21-89 %) (Calgua et al., 2013a). Além
disso, este mesmo autor e Victoria e colaboradores (2014a) obtiveram resultados acima de
100 % quando aplicaram a mesma metodologia para testes de recuperacdo de NoV GIl em
amostras de rio e &gua do mar, respectivamente. Resultados acima de 100 % podem ser
explicados pela heterogeneidade na distribuicdo viral na coluna d’dgua e formacdo de
agregados virais no inoculo (Calgua et al., 2014; Victoria et al., 2014a).

O resultado negativo no experimento de recuperacdo de HAdV conduzido na Praia de
Ponta Negra (MAOQ1) pode ter se originado por problemas individuais em sua concentragéo,
uma vez que foram detectados virus nas outras amostras de agua coletadas na mesma
amostragem e inoculadas concentracdes acima do limite de detecgdo (5,7 x 10?2 CG/10 L)
deste método.

De maneira geral, os percentuais de recuperacdo obtidos utilizando a metodologia de
floculacdo para amostras de agua doce apresentaram-se mais elevados quando comparados
aos resultados obtidos pela metodologia de adsorcdo-eluicdo em membrana negativa aplicada
a recuperacdo de RVA no Rio dos Macacos no Rio de Janeiro (2,1 %) (Vieira et al., 2012) e
recuperacdo de HAdV por adsorcéo-eluicdo em 13 de vidro (0,7-1,36 %), ultrafiltracdo (3,18-
6,02 %) e filtros positivos (0,007-0,02 %) em amostras de agua doce de Barcelona (Albifiana-
Gimenez et al., 2009). A validacdo desta metodologia pelos laboratérios envolvidos, os
resultados obtidos e o custo do método oferecem subsidios para sua utilizacdo em novos
estudos e estabelecimento em laboratdrios de virologia ambiental.

A avaliacdo da repetitividade e reprodutibilidade dos protocolos de gPCR pela
quantificacdo de suspensdes de DNA de HAdV, JCPyV, PAdV e BPyV validou a
aplicabilidade destes para a quantificacdo destes marcadores viroldgicos. Esses protocolos
vém sendo amplamente utilizados e ja possibilitaram a deteccdo e quantificacdo viral em
diferentes amostras de agua em diferentes regides do mundo (Bofill-Mas et al., 2013).

A associacdo da metodologia de floculacdo orgéanica aos protocolos de gPCR foi
utilizada com sucesso neste estudo, assim como nos outros paises envolvidos no projeto
Viroclime (Rusifiol et al., 2014, Anexo 6), demonstrando serem facilmente aplicaveis em

analises de rotina de uma grande diversidade de matrizes de agua.
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Em relacéo a proficiéncia externa (QCMD), os resultados obtidos para HAdV e NoV
Gl validaram a utilizacdo destes protocolos. Para HAdV, os resultados apresentaram menor
sensibilidade para todos os sorotipos testados, o que pode ser explicado por perdas ao longo
do processamento das amostras, incluindo pela extracdo com kit para RNA. A especificidade
do protocolo de gPCR para a deteccdo de HAdV desenvolvido por Hernroth e colaboradores
(2002) foi avaliada por Bofill-Mas e colaboradores (2006) e observou-se que 0s adenovirus
pertencentes a todas as espécies humanas foram detectados em amostras ambientais quando
aplicado o protocolo desta tese, que nédo inclui as duas sondas descritas por Hernroth e
colaboradores. Boffil-Mas utilizou somente a sonda AP1, excluindo a sonda AP2
originalmente desenhada para detectar melhor alguns tipos de adenovirus sorotipo B. Isto
poderia explicar a quantificacdo menor de adenovirus 34, que pertence ao sorotipo B, pelo
nosso grupo na proficiéncia.

Apesar desse resultado, 92 % das amostras do monitoramento e 100 % das amostras
da enchente historica foram positivas para HAdV e, quando submetidas a protocolos de
sequenciamento genémico que amplificam todos os sorotipos de HAdV (Allard et al., 2001),
foram detectados majoritariamente HAdV 41, indicando que pode ndo ter havido perda na
deteccdo dos trés sorotipos nas amostras de Manaus. Os HAdV 1, 4 e 34 vém sendo pouco ou
ndo detectados em amostras ambientais, enquanto o0 HAdV 41 tem sido descrito como o0 mais
prevalente em amostras ambientais (van Heerden et al., 2005; Jiang, 2006; Cantalupo et al.,
2011; Hartmann et al., 2013; Ogorzaly et al., 2015).

No nosso estudo, 0 RNA/DNA viral extraido a partir dos concentrados foi diluido até
100 e 1000 vezes para evitar resultados falsos negativos pela presenca de inibidores, tais
como matérias organicas e substancias humicas presentes nas aguas de Manaus.
Adicionalmente, resultados negativos podem representar concentragfes virais abaixo dos
limites de deteccdo dos métodos aplicados. Embora os métodos moleculares tenham maior
sensibilidade e especificidade, a co-concentragdo de inibidores de PCR pode representar uma
limitacdo para a utilizagdo deste método na deteccéo viral em amostras de dgua (Girones et
al., 2010; Hamza et al., 2011; Hata et al., 2015).

Embora a deteccdo do acido nucléico pela PCR ndo permita a distincdo entre
particulas virais infecciosas e ndo-infecciosas (Girones et al., 2010; Hamza et al., 2011),
resultados preliminares de ensaios de cultura de células demonstraram a presenca de
particulas infecciosas de HAdV nas amostras de Manaus (dados ndo demonstrados).
Adicionalmente, o continuo despejo de esgotos nos ambientes aquaticos da cidade e a reducédo

de 2-3 logio no numero de particulas virais infecciosas em comparagdo ao numero de copias
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de genoma detectados por gPCR (Rutjes et al., 2009; Calgua et al., 2011) indicam uma

possivel concentracdo elevada de particulas infecciosas nestes ambientes.

6.2. Monitoramento das &guas do Rio Negro e dos igarapés da cidade de
Manaus/AM considerando o ciclo hidrolégico deste rio, no periodo de janeiro
de 2011 a maio de 2012, pela deteccdo e quantificacdo de virus de origem

humana e animal

6.2.1. Rastreamento das fontes de contaminagdo humana e animal

A alta taxa de deteccdo de virus de origem humana nas dguas de Manaus retrata as
condicBes precarias de saneamento basico na regido, apesar das obras de infraestrutura
realizadas pelo PROSAMIM. Por outro lado, a baixa deteccdo dos marcadores virais de
origem suina e bovina estd de acordo com informacdes locais que descrevem a auséncia de
atividades significativas de criacdo destes animais na area estudada. A deteccdo de marcador
viral de origem suina no igarapé Sdo Raimundo reflete uma possivel criagdo remanescente
desses animais ao longo deste corrego, enquanto a deteccdo do marcador bovino na regido da
bacia do Educandos confirma a atividade de criacdo destes animais na bacia, especificamente
no fim da &rea urbana da cidade.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a contaminacao fecal essencialmente de
origem humana dos ambientes aquaticos de Manaus e, em associacdo aos obtidos nos outros
quatro estudos de caso do projeto Viroclime, demonstram a especificidade e a aplicabilidade

dos parametros virais em diferentes regides geogréaficas (Rusifiol et al., 2014; Anexo 6).

6.2.2. Detecgdo de virus gastroentéricos

Infelizmente, este estudo revelou que as intervencdes infraestruturais realizadas na
cidade pelo PROSAMIM nos udltimos anos (2005-2012) (PROSAMIM, 2004, 2011,
PROSAMIM Il — RIMA, 2012) com objetivo de melhorar as condigdes do meio ambiente, de
habitacéo e salde da populagéo ainda ndo estancou a contaminag@o dos seus rios por esgotos,
0 que continua afetando especialmente as pessoas que vivem abaixo da cota de inundagéo de
30 m.

A prevaléncia de RVA e NoV no ambiente representa sua circulacdo na populagéo e

pode ter sido influenciada por sua sazonalidade, ocorréncia de surtos e também pela menor
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estabilidade de virus RNA em ambientes aquaticos (Fong & Lipp, 2005; Levy et al., 2009;
Rohayem, 2009; Fumian et al., 2011; Prevost et al., 2015). Isto explica a deteccdo de NoV Gl
apenas em janeiro de 2011 (estacéo seca) e a deteccao de RVA na época das cheias.

Foram notaveis as diferengas observadas tanto na distribuicdo como na concentracéo
de virus detectados nos igarapés (MAO2 e MAO3) e no Rio Negro (MA01, MAO4 e MAOS). A
concentracdo viral nos igarapés foi semelhante as encontradas em amostras de esgoto de
diferentes areas geograficas, cujos valores foram de quatro a seis logio (Flannery et al., 2012;
Calgua et al., 2013b; Fumian et al., 2013; Myrmel et al., 2015). Como esses corregos “esgoto-
like” séo afluentes do Rio Negro, os virus séo transportados pelo fluxo natural para este rio,
onde sédo diluidos e dispersos. Vale a pena observar as taxas de detec¢do mais elevadas de
RVA nestes pontos quando comparado as amostras diluidas do Rio Negro. A alta prevaléncia
deste virus foi anteriormente observada nos igarapés (Miagostovich et al., 2008), bem como
em estudos de virologia ambiental realizados em outros paises da América Sul, como
Venezuela, Argentina e Uruguai (Rodriguez-Diaz et al., 2009; Barril et al., 2010; Victoria et
al., 2014b; Barril et al., 2015). O alto percentual de deteccdo demonstra a morbidade por RVA
nessa regido, apesar dos programas de vacinacdo introduzidos em alguns desses paises na
ultima década (PATH, 2015). Embora as amostras obtidas nestes igarapés tenham sido
semelhantes aos esgotos, a deteccdo NoV Gl foi inferior quando comparada aos outros virus,
corroborando um estudo anterior nesta area (Miagostovich et al., 2008).

Em Manaus, o0 RVA foi responsavel por 25 % da GA em criancas até trés anos de
idade em 2004-2006 (Melo et al., 2013) e, pelo nosso conhecimento, ndo ha dados disponiveis
sobre casos de NoV na cidade. A indisponibilidade de dados laboratoriais que caracterizem 0s
agentes etioldgicos da diarréia em Manaus infelizmente ndo permite uma correlacdo
especifica destes casos com esses patdgenos virais e, consequentemente, a associacdo dos

casos de gastroenterite viral com o aumento do nivel do Rio Negro.

6.2.3. Deteccéo e quantificacao viral considerando os pontos de coleta e o ciclo

hidroldgico do Rio Negro

Diferencas na distribuicdo dos virus estudados foram observadas nos pontos de
amostragem dos igarapés e ao longo do Rio Negro. Os igarapés apresentaram as maiores taxas
de deteccdo e quantificacdo viral, refletindo o lancamento de esgoto nesses ambientes que

correm ao longo das areas urbanas de Manaus.
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Com relagdo aos pontos situados ao longo do Rio Negro, a Praia de Ponta Negra
(MAO1), localizada no inicio da area urbana da cidade, & uma area de lazer, onde milhares de
pessoas se banham toda semana. Apesar do langcamento direto de esgoto neste rio e a descarga
do esgoto coletado adequadamente atingir este ambiente aquético pelo sistema de drenagem
publico e/ou pelo emissario submarino, a Ponta Negra é a &rea menos afetada, uma vez que
ndo recebe contaminacédo a partir dos igarapés que atravessam areas densamente povoadas de
Manaus. Apesar de ser o local menos contaminado, todos os virus foram detectados no ponto
MAO1, com deteccdo mais elevada de NoV Gl na estagdo seca e diferencas estatisticamente
significativas na concentragéo de JCPyV.

Nos seguintes pontos de amostragem ao longo do Negro (MA04 e MAOS5), observou-
se maiores prevaléncias e concentragdes virais quando comparadas as observadas no MAO1. E
importante notar que MAO4 esté localizado na foz do igarapé Quarenta, que atravessa Varios
bairros povoados na parte sul da cidade, e 0 MAO5 representa o fim da area urbana ao longo
do Rio Negro e esta localizado ao lado de um porto. A sua contaminacdo viral pode ser
proveniente do porto ou pode ser resultado do fluxo do rio, que transporta a contaminacao de
toda a cidade.

Quanto as diferencas observadas entre as estacfes hidroldgicas do Rio Negro,
observou-se maior deteccdo de NoV Gl na seca e de HAdV, JCPyV e RVA na cheia, sendo
mais evidente o impacto na disseminacdo e concentracdo viral deste ultimo. Quando o nivel
do rio sobe, a agua inunda mais areas, carreando estes microrganismos e ampliando a sua
distribuicdo para ambientes mais distantes. Maiores detecgdes e concentracdes de RVA foram
também observadas em rio da Argentina quando em periodo chuvoso e de maior vazédo (Prez
etal., 2015).

Uma vez que o ciclo hidrolégico do Rio Negro é anual e as pessoas estdo mais em
contato com a agua durante o periodo de inundacao, € possivel inferir uma associacao desta
estacdo com o aumento do nimero de casos de gastroenterite na regido, especialmente em
2012, quando foi observada a cheia mais extrema em 110 anos. A observacdo da maior
deteccdo e concentracdo de virus descritos neste estudo durante a época das cheias,
especialmente no ponto MAO4 no Rio Negro, corrobora a dindmica do transporte de virus

nessa bacia hidrogréfica.
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6.2.4. Qualidade da agua por indicadores bacteriolégicos e virais de

contaminacéo fecal humana

A quantificacdo de E. coli e enterococos como padrfes microbiologicos de
contaminacdo fecal no ambiente demonstrou que todas as &reas estudadas apresentaram
contaminagfes por esgoto, apesar das diferencas entre elas. Os numeros excederam 0s
padrdes brasileiros para dguas de recreacdo principalmente nos igarapés e quando o Rio
Negro apresentou seu menor nivel no periodo de monitoramento, demonstrando a influéncia
do nivel deste rio na concentracdo destes microrganismos nos ambientes aquéticos da cidade
de Manaus.

As altas frequéncias e concentracbes de HAdV e JCPyV durante todo o
monitoramento e as correlacBes observadas nesta tese sugerem que estes virus podem ser
candidatos a indicadores de contaminacdo fecal humana das aguas. O uso de HAdV em
particular poderia complementar as bactérias indicadoras fecais no monitoramento de
ambientes aquéaticos e esta nova abordagem com multiplos indicadores poderia melhor
estimar o risco de doengas transmitidas pela dgua devido ao contato com esses ambientes
contaminados, como foi proposto por outros estudos (Wyer et al., 2012; Hewitt et al., 2013;
Marion et al., 2014). Infelizmente, ndo foi possivel realizar um estudo para se determinar qual
concentracdo de HAdV poderia estar correlacionada estatisticamente com efeitos adversos a

saude.

6.2.5. Caracterizacdo dos ambientes aquaticos por parametros fisico-

quimicos

O ciclo hidrologico do Rio Negro também causou alteragdes estatisticamente
significativas nos parametros fisico-quimicos nos pontos de estudo, embora maiores
diferengas tenham sido observadas nos igarapés, o que pode ser explicado pelas diferengas no
volume de agua durante os periodos de seca e de cheia. Durante a época das cheias, a agua
dilui a matéria organica, 0s compostos quimicos e 0s materiais Suspensos nessas areas,
diminuindo a turbidez, condutividade e pH.

A turbidez é descrita como um importante fator na resisténcia das particulas virais em
amostras ambientais. A adsorcéo dos virus ao material em suspensdo ajuda na protecao destas
particulas contra enzimas e compostos presentes na agua e a inativagao por UV (Fong & Lipp,

2005). Apesar disso, particulas virais vém sendo detectadas em ambientes de turbidez baixa,
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como agua potavel, piscinas, praias e rios, e alta, como aguas contaminadas por esgoto e
esgotos (van Heerden et al., 2005; Hamza et al., 2009a; Wong et al., 2009; Calgua et al.,
2013a; Fumian et al., 2013).

A condutividade foi o parametro que apresentou maior diferenca entre os periodos de
seca e cheia e especialmente nos igarapés. Isto pode representar a maior e menor concentragdo
de ions na dgua contaminada por esgotos e gerados a partir de processos de decomposi¢cdo na
seca e na cheia, respectivamente. A forca idnica também influencia na adsorcao e agregacao
viral influenciando na interacdo eletrostatica entre os virus e materiais em suspensdo (Wong et
al., 2012b).

Os valores de pH apresentaram maiores alteracbes também nos igarapés. Este
parametro apresentou menores valores na cheia, possivelmente em funcdo do maior volume
de &guas &acidas nesses pontos nessa estacdo. O pH influencia a estabilidade, adsorcdo e
agregacdo das particulas virais e estes microrganismos tém sido detectados em amostras de
agua em diferentes faixas de pH (Sobsey et al., 1980; Miagostovich et al., 2008; Hamza et al.,
2009a; Wong et al., 2009, 2012b).

A temperatura é descrita como um fator chave na inativacdo viral, especialmente
quando em valores elevados e em matrizes complexas, tais como as aguas doces (Bertrand et
al., 2012). Apesar de terem sido observados valores altos de temperatura em Manaus em todos
0s pontos e periodos estudados, ndo foi possivel determinar o impacto deste parametro na
reducdo da concentracdo de particulas infecciosas presentes nesse ambiente, uma vez que o
tempo que as particulas virais estdo expostas a estas temperaturas também influencia no
aumento da sua inativacdo (Fong & Lipp, 2005). Além disso, particulas virais infecciosas sdo
encontradas em amostras de esgoto, que apresentam elevadas temperaturas (Jiang et al., 2009;
Lietal., 2010; Calgua et al., 2011).

O risco de transmissao de doencas virais de veiculacdo hidrica depende da capacidade
de estes microrganismos estarem infecciosos no momento da exposi¢cdo de hospedeiros
suscetiveis. Uma vez que os parametros fisico-quimicos influenciam a estabilidade viral, a
adsorcdo e a interacdo entre 0s virus e 0s materiais suspensos, 0S mesmos devem ser
considerados em estudos ambientais relativos a sua correlagdo com o0s virus pesquisados.
Além disso, é importante estimar o tempo decorrido entre o lancamento dos virus nos
ambientes aquaticos e a exposi¢do ao ambiente (Carter, 2005; Fong & Lipp, 2005; Wong et
al.,, 2012b). Em Manaus, ndo foi possivel fazer esta estimativa, uma vez que estes
microrganismos podem ser eliminados na dgua ao longo do dia, més ou ano e por fontes

difusas devido a falta de saneamento na cidade. Entretanto, dados preliminares de cultura
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celular apontam particulas virais infecciosas nos ecossistemas aquaticos de Manaus (dados

ndo demonstrados).

6.2.6. Avaliacao de risco de infecgdes por rotavirus grupo A (RVA)

Esse € o primeiro estudo de avaliacdo de risco de infecgdes virais pelo contato com
ambientes aquaticos conduzido no Brasil e apresenta um grande avanco em termos de
qualidade de &gua no pais. A avaliacdo de risco empregada nesta tese representa uma primeira
abordagem geral de cenarios visando estabelecer as metodologias e reconhecer possiveis
desafios para futuros trabalhos na area.

Uma serie de fatores pode ser considerada na escolha do patdgeno para avaliacdo de
risco, incluindo prevaléncia, patogenicidade e resisténcia ambiental. Uma vez que o MST
conduzido no Rio Negro e nos igarapés da cidade de Manaus apontou para a contaminacao
essencialmente humana desses ambientes e os indicadores bacteriol6gicos ndo correlacionam
bem com os patdgenos virais, estudos de analise de risco de infeccBes virais tornam-se
necessarios a fim de se apontar o real problema de saide publica desencadeado nessa regido
pelo contato com estes ambientes contaminados.

Apesar da indicacdo do HAdV como possivel marcador viral de contaminacdo fecal
humana em ambientes aquaticos, optou-se por comecar os estudos de avaliacdo de risco por
infeccbes pelo RVA em funcgdo da sua importancia epidemioldgica no Brasil, pelo aumento
do numero de casos de gastroenterite durante as cheias e pela observacdo de aumentos
estatisticamente significativos tanto na detec¢do como na concentracdo deste virus nas aguas
da cidade.

Trés pontos de coleta foram escolhidos para a avaliacdo de risco em funcdo de serem
0s pontos de maior contato da populacdo com o0s ambientes aquéaticos de Manaus e,
consequentemente, as vias de exposicdo foram estabelecidas em funcdo destes contatos:
MAOL por ser a principal area de recreacdo da area urbana de Manaus e 0s pontos
MAOQ2/MAO03 por representarem areas em que ha ribeirinhos que utilizam a agua para
diversos fins e que sofrem com as inundagdes na cidade, além de serem o0s pontos mais
contaminados na cidade.

As atividades recreacionais nos igarapés (MA02/MAOQ3) apresentaram maiores riscos
de infeccdo pelo RVA que na Ponta Negra (MAOL1), embora o risco de infec¢do neste Gltimo
ndo tenha sido baixo. Como as pessoas vivem em casas de madeira construidas ao longo

destes corregos e estdo expostas as suas contaminacdes, intervencdes devem ser conduzidas
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nessas areas de modo a reduzir este risco e incluem a construgdo de Estacfes de Tratamento
de Efluentes (ETE) na cidade, com suas respectivas redes coletoras, e a adocdo de medidas
preventivas de exposicdo e higiene pela populacdo. Estudos epidemiol6gicos e de avaliacéo
de risco demonstraram que as atividades em aguas utilizadas para recreagdo contaminadas por
fezes representam risco de doencas gastrointestinais, inclusive doencas virais (Wade et al.,
2003; Soller et al., 2010).

As probabilidades de infeccdo de adultos foram inferiores as de criangas, uma vez que
estas ingerem mais &guas em suas atividades ao nadarem com mais frequéncia, ficarem na
agua por mais tempo e submergirem suas cabecas também com maior frequéncia (Schets et
al., 2011). Mesmo a diferenca de risco ndo sendo muito grande entre criancas e adultos, isto
traz preocupacOes sobre o impacto na salude das criancas, uma vez que, ao ingerirem mais
volumes de &gua, elas estdo mais vulneraveis. As probabilidades medias de infec¢do por RVA
pela recreacdo de criancas nas aguas na Ponta Negra (0,77) e nos igarapés (0,87) de Manaus
podem ser comparadas as observadas por Katukiza e colaboradores (2014) para criancas
brincando e nadando em canais de uma favela em Uganda, na Africa Sub-Saariana (0,6-0,8).
Considerando os adultos, as probabilidades de infeccdo pelo contato tanto com a &gua de
recreacdo (0,71) como com os igarapés (0,84) da cidade de Manaus foram superiores as de
0,4-0,6 observadas pela exposicdo as aguas do Rio Buffalo, Africa do Sul (Chigor et al.,
2014), e semelhante aos 0,7-0,8 de risco diario pela exposicdo ao rio Suquia na Argentina
(Prez et al., 2015).

As estimativas de risco de infecgdes em criancas pelo contato méo-boca foram
menores que as obtidas para recreacdo em funcdo da ingestdo de menor volume de agua
contaminada por evento de exposicdo. Apesar dessa diferenca, o contato mao-boca também ¢é
uma exposicdo importante para as criancas nos igarapés, enfatizando a necessidade de
intervengdes e medidas preventivas nestas areas.

Diferentes trabalhos estimam a probabilidade de doenca causada por virus pela
multiplicacdo da probabilidade de infecgdo por 0,5 e também expressam a caracterizagdo do
risco em DALYs (Incapacidade ajustada de anos de vida, do inglés Disability Adjusted Life
Years) ou nimero de infecgdes por 1.000 banhistas por ano (Haas et al., 1993; Katukiza et al.,
2013; Machdar et al., 2013; Chigor et al., 2014; Ming et al., 2014). Entretanto, em funcéo da
complexidade genotipica dos RVA e da auséncia de dados sobre imunidade, casos de GA
associados aos RVA por parte da populacdo exposta e nimero de pessoas expostas aos
ambientes estudados, optou-se pela probabilidade de infeccdo como resultado da avaliacéo de

risco.
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A caracterizagdo molecular das amostras positivas de RVA confirmou a presenca de
RVA [P8] e indicou a continua circulagdo deste gendtipo em amostras ambientais de Manaus
(Ferreira et al., 2009). O geno6tipo P8 esta compreendido na vacina monovalente de RVA e,
portanto, a sua deteccdo no ambiente poderia ndo representar risco para a populagio exposta.
Entretanto, para se associar genotipo ambiental, vacina e populacdo, deve-se realizar um
estudo baseando-se em todos 0s segmentos do genoma dos rotavirus. Apesar da identidade
nucleotidica com amostras G2P4 e G3P9 e da descricdo desses gendtipos em amostras
ambientais e provenientes de casos de GA em Manaus (Ferreira et al., 2009; Melo et al.,
2013), ndo se pode concluir que as amostras pertencem a estes genoétipos, em funcéo de
eventos de reassortments pelos RVA. Adicionalmente, uma vez que apenas parte das
amostras foi caracterizada, ha um potencial viés na interpretacdo da diversidade genética dos
tipos virais encontradas nestes trés pontos.

Os resultados de caracterizagdo molecular das amostras positivas para RVA
corroboram estudos prévios que demonstram a dificuldade em se caracterizar amostras
ambientais, especialmente quando estes virus encontram-se em baixas concentracdes, e
também a menor eficiéncia dos protocolos para caracterizacdo binaria dos RVA (Ferreira et
al., 2009; Vieira et al., 2012). A caracterizagdo de HAdV comprovou a poluicéo fecal humana
dos ambientes estudados.

Os modelos conceituais adotados nesta tese incluiram a concentracdo de particulas
virais na agua, a eficiéncia da metodologia de recuperacdo viral, a infecciosidade viral, o
volume de agua ingerido por exposicao, modelos DR e probabilidade de infeccao.

Para a determinacdo da concentracdo viral, foi considerada a analise de incertezas
baseando-se em diferentes dimensGes e escalas, estratégia muito importante visto que
pequenas variagbes na curva padrdo representam diferencas mais elevadas sobre a
concentracdo de virus, uma vez que uma unidade de ct é traduzida para uma escala
logaritmica. Para a composicdo das curvas de distribuicdo de probabilidade gamma da
concentracgéo viral, foram consideradas todas as 56 amostras obtidas nos pontos de coleta, o
que gera resultados subestimados das concentragdes de RVA pela inclusdo de amostras
negativas e estima o risco de infeccbes por RVA em Manaus sem discriminar periodo de
cheia e seca. Apesar disto, pelos resultados de deteccdo e quantificacdo obtidos nesta tese,
infere-se maior risco de infeccGes durante a cheia do Rio Negro. Dados obtidos por Ming e
colaboradores (2014) demonstraram diferentes riscos de infeccdo por RVA pelo contato com

agua do mar de acordo com as esta¢cdes do ano na China.
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A eficiéncia de recuperacdo da metodologia utilizada e a infecciosidade viral também
sdo importantes fatores no modelo de risco adotado e podem ter contribuido para resultados
semelhantes entre os pontos de recreacao e igarapés. A primeira pelas baixas recuperacdes do
método nos pontos de estudo e a segunda pela homogeneidade da distribuicéo, que pode sub
ou superestimar o risco. Além disso, os dados de recuperacdo utilizados foram obtidos em
coleta prévia ao periodo de monitoramento.

Os trés ultimos parametros adotados neste modelo conceitual, volume de agua
ingerido, modelo DR e probabilidade de infeccdo, representam limitagdes ndo sO para esta
tese, como também para diferentes estudos de avaliagdo de risco de infec¢Bes por RVA pelo
contato com matrizes ambientais. Para ingestdo de dgua em atividades recreacionais ndo ha
um volume estabelecido para o Brasil, sendo necessaria a utilizagdo de modelos que podem
ndo bem representar as condicOes reais de exposicdo. As distribuicdes de volume de ingestéo
durante atividades recreacionais empregadas nesta tese foram estabelecidas por Schets e
colaboradores (2011) na Holanda pela combinacdo de testes e questionarios para diferentes
faixas etarias, tipos de agua, incluindo agua de rio, frequéncia e duracdo do contato. Dufour e
colaboradores (2006) estabeleceram volumes de ingestdo para atividades recreacionais em
piscinas e sugeriu que esses volumes poderiam também ser aplicados aos nadadores de agua
doce, porém ndo forneceram dados para substanciar esta sugestdo. Dorevitch e colaboradores
(2011) estabeleceram o volume de agua ingerido durante uma variedade de atividades
recreativas em agua de piscina, porém ndao compararam 0 volume de &gua ingerido por
adultos e por criancas. Valores como 30 mL e 100 mL também ja foram assumidos para
ingestdo por criangas em atividades recreacionais (Haas, 1983; Crabtree et al., 1997).

O produto final de caracterizacdo do risco gerado pelo QMRA realizado nesta tese foi
o0 risco de infeccdo apds exposicdo a agua contaminada por RVA. Para isso, foi utilizado o
modelo beta-poisson como DR. Este foi desenvolvido por Ward e colaboradores (1986)
utilizando dados de ensaios clinicos conduzidos com voluntarios adultos do sexo masculino,
enquanto o RVA causa doenca principalmente em criangas, e em paises desenvolvidos, o que
pode ndo ser preciso quando aplicado aos paises em desenvolvimento. Além disso, a unidade
da dose utilizada no ensaio ambiental necessita ser estimada em conformidade com o formato
utilizado para descrever o modelo. Para o desenvolvimento do modelo de RVA, a dose
utilizada foi Unidade Formadora de Foco (UFF), enquanto na tese foi utilizado CG/L, o que
pode superestimar o risco de infeccdo. RVA sdo virus fastidiosos e as amostras ambientais
podem apresentar caracteristicas que dificultem a aplicacdo de metodologias de quantificacéo

de particulas infecciosas dificultando, assim, a estimativa real do risco.
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6.3. Cheia historica do Rio Negro em Manaus, junho de 2012

No dia 29 de maio de 2012, o nivel do Rio Negro atingiu 29,97 m, inundando 16
bairros de Manaus, afetando areas residenciais e comerciais da cidade. Caracterizada como a
cheia mais grave do Rio Negro desde 1902, quando se iniciou as medic¢des do nivel deste rio
em Manaus (Porto de Manaus, 2015), este nivel recorde de 4gua manteve-se por 10 dias,
afetando mais de 29.000 pessoas em varias regides da cidade, em especial as que viviam em
palafitas localizadas nas margens dos igarapés (Marengo et al., 2013; Satyamurty et al.,
2013).

A doenca diarréica foi relatada como a principal doenca registrada nessas areas (Portal
Amazo6nia, 2012). Diante desse quadro, preocupacdes sobre o risco de transmissdo de doencas
infecciosas de veiculacdo hidrica nas areas afetadas foram suscitadas e um estudo sobre a
disseminacéo de virus classicos e emergentes associados a diarréia foi conduzido, de forma a
demonstrar possiveis transmissdes de doencas virais pelo contato com esses ambientes.
Estudos realizados na China e na Alemanha demonstraram que as inundagdes contribuiram
para um aumento do risco de diarréias infecciosas em areas alagadas, sendo o contato com a
agua da enchente o principal fator de risco (Schnitzler et al., 2007; Ding et al., 2013).

Apesar do estudo de uma ampla gama de patdgenos virais nos ambientes aquaticos de
Manaus durante esta cheia, somente os virus classicos (RVA e NoV GII) e o marcador viral
de contaminagdo fecal humana (HAdV) foram detectados. A metodologia de floculagéo
utilizada nesta tese ja foi empregada na deteccdo de virus classicos e emergentes em amostras
de rio (Calgua et al., 2013b), sugerindo que a ndo deteccdo dos demais agentes etioldgicos
virais pode refletir a sua ndo circulacdo nesse ambiente ou que suas concentra¢fes encontram-
se abaixo do limite de detec¢do dos métodos aplicados. Dentro do nosso conhecimento, esta é
a primeira investigacdo de NoV GIV, SaV, HBoV e AiV em amostras de rio no Brasil, uma
vez que KV foi detectada por Calgua e colaboradores (2013a) em amostras de agua de rio do
Rio de Janeiro.

A cheia histérica de 2012 apresentou impacto na disseminacdo viral nos ambientes
aquaticos da cidade, quando concentracdes mais elevadas destes patdgenos foram observadas
e 0 NoV GII voltou a ser detectado ap0s meses de monitoramento. Apesar de esta tese
demonstrar a associacdo entre o aumento do nimero de casos de GA e a elevagdo do nivel do
Rio Negro, ndo foi possivel conduzir o estudo sobre a associacdo entre o nivel do rio e casos

de gastroenterites virais pela auséncia de dados de diagnostico viral nestes casos.
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O HAGV foi o virus mais prevalente, sendo detectado em todas as amostras estudadas,
corroborando os dados do monitoramento e os estudos previamente citados que os apontam
como marcadores virais de contaminacdo fecal humana em ambientes aquaticos,
especialmente porque todas as amostras de 4gua encontravam-se em conformidade com os
padrbes bacterioldgicos estabelecidos pela norma brasileira para aguas de recreagao.

As amostras positivas para HAdV apresentaram-se mais relacionadas a HAdV 41 e
HAdV 2, adenovirus humanos espécies F e C (ICTV, 2015), respectivamente. O HAdV 41 é
responsavel por doencas gastrointestinais em jovens e tem sido o tipo mais prevalente em
esgotos, aguas contaminadas por esgoto e aguas de inundacdo (Rohayem et al., 2006; Fumian
et al., 2013; Hartmann et al., 2013; Kuo et al., 2015; Ogorzaly et al., 2015; Osuolale & Okoh,
2015). O HAdV 2 causa doencas respiratorias e também é detectado em amostras de esgoto,
embora em menor prevaléncia (Ogorzaly et al., 2015; Osuolale & Okoh, 2015). No Brasil, 0
HAdV 2 tem sido detectado em criangas apresentado quadros de doenca respiratdria aguda
(Luiz et al., 2010).

O RVA foi detectado em todos os pontos de amostragem, com excecdo ao MAO1L, e a
sua deteccdo neste evento extremo corrobora a maior prevaléncia deste virus no periodo de
cheia do Rio Negro. RVA também foi detectado em cheias na Tailandia (Ngaosuwankul et al.,
2013) e foi 0 segundo patdégeno mais frequentemente identificado em Bangladesh durante as
trés inundacdes consecutivas em 1988, 1998 e 2004 (Ahmed et al., 1991; Schwartz et al.,
2006), quando a sua deteccdo foi associada ao aumento no nimero de casos de gastroenterite
durante e/ou ap6s a inundacao.

Os métodos de PCR utilizados para a classificagdo binaria de RVA apresentou-se
como uma ferramenta Gtil para demonstrar a circulacdo dos genotipos G2, P6 e P8 nas aguas
de Manaus. Estudos realizados com amostras clinicas e ambientais demonstraram que esses
genotipos vém sendo detectados no Brasil, inclusive em Manaus (Ferreira et al., 2009;
Fumian et al., 2011; Oliveira et al., 2012; Soares et al., 2012; Gomez et al., 2013; Melo et al.,
2013). A deteccdo de uma amostra genétipo P8 demonstra a sua baixa prevaléncia quando
comparado aos demais genotipos e indica a sua continua circulagcdo na populagéo, apesar do
programa de vacinacdo de RVA com a vacina monovalente G1[P8] estabelecido em 2006.
Este foi 0 genotipo mais detectado em amostras ambientais de Manaus em 2004-2005, em
periodo pré-vacinal (Ferreira et al., 2009). Os dados sobre a detec¢do, quantificacdo e
caracterizagdo molecular de RVA destacam a importancia do monitoramento ambiental como
uma ferramenta para estudos de epidemiologia desses virus na populacdo humana circundante

e pode ser Gtil em programas de monitoramento continuo de vacinas.
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O NoV GII apresentou a menor taxa de detecgdo na enchente e foi detectado em trés
locais de amostragem, o que corrobora os dados qualitativos prévios obtidos em Manaus
(Miagostovich et al., 2008). Este virus tem sido detectado em enchentes, sendo responsavel
por casos de gastroenterite durante e apds a ocorréncia de inundacGes pela exposi¢do direta a
agua contaminada e foi descrito como um dos agentes patogénicos durante surtos apos
eventos extremos de cheia (Schmid et al., 2005; Phanuwan et al., 2006; Cann et al., 2013;
Ngaosuwankul et al., 2013; de Man et al., 2014b). A ndo caracterizacdo dos genotipos de
NoV GlI circulantes pelos protocolos utilizados pode estar associada as baixas concentragdes
destes virus nas amostras.

Assim como observado no monitoramento, houve diferencas na deteccdo e
concentragdes de virus entre os locais de amostragem, sendo igarapés as areas mais
contaminadas e onde os virus foram novamente detectados em concentrac@es semelhantes as
encontradas em amostras de esgoto de diferentes areas geograficas (Fumian et al., 2011;
Flannery et al., 2012; Calgua et al., 2013b; Fumian et al. 2013; Myrmel et al., 2015). A
disseminacéo e as altas concentracGes virais observadas nos igarapés afetam diretamente as
comunidades ribeirinhas que vivem nessas areas, cujas casas foram inundadas e que usam
estas aguas para muitas finalidades. O risco de infec¢des pela exposicdo a esses patdgenos
poderia ser reduzido mantendo os habitantes longe das suas casas. No entanto, em Manaus, ha
a distribuicdo de tdbuas de madeira pelo governo para a construcdo das chamadas
“marombas”, que sdo assoalhos de madeira construidos conforme a subida da agua do Rio
Negro e que passam a ser o solo dessas residéncias. Além disso, também sdo construidas
passarelas de madeiras nas areas alagadas para a movimentacdo da populacéo.

Conforme a vazante do Rio Negro se acentua, a populagdo desmonta as “marombas” e
retoma as suas condi¢cdes de habitacdo. Entretanto, os riscos de doencas gastrointestinais
parecem ser importantes também nos periodos pds-cheias por procedimentos de limpeza ou
por transmissdao secundaria pessoa-a-pessoa (Schmid et al., 2005; Fewtrell & Smith, 2007;
Hashizume et al., 2008; Fewtrell et al., 2011).

Os parametros fisico-quimicos tambem foram mensurados nessas aguas, apresentando
pequenas diferencas entre os locais de amostragem, o que confirma as caracteristicas de cada
ponto de coleta.

A compreensdo da epidemiologia das doengas relacionadas a agua durante eventos
extremos ajudaria os médicos e autoridades de salde publica a se prepararem para eventos
futuros, ndo sé para 0s mais extremos, mas também para as estacGes de cheias anuais normais

na bacia Amazonica. Além disso, pode haver também um aumento na morbidade por via
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aquatica durante um periodo de tempo prolongado, uma vez que se estima que a mudanga
climatica venha interferir na dindmica da regido Amazonica, alterando 0 numero e intensidade
das inundagdes (Marengo et al., 2012, 2013; Satyamurty et al., 2013). Nos ultimos anos, a
cidade observou as cheias de maior duragdo (2009) e maior intensidade (2012) do Rio Negro

na historia recente, e as previsdes de esta situagdo continuar no futuro séo elevadas.
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. CONCLUSOES

A associacdo do método de concentracdo viral por floculagdo orgénica aos protocolos de
gPCR para deteccdo e quantificacdo de virus de origem humana e animal foi validada,
sendo eficaz para recuperacdo viral nas amostras de aguas acidas do Rio Negro e dos
igarapés de Manaus.

O rastreamento das fontes de contaminacdo microbioldgica na bacia do Rio Negro por
marcadores virologicos demonstrou as precérias condi¢des de saneamento basico na regido
e confirmou a contaminacdo essencialmente humana dos ambientes aquaticos da cidade de
Manaus.

Os RVA e NoV GII apresentaram elevadas concentracGes nos ambientes aquaticos de
Manaus, especialmente nos igarapés, sendo o0s RVA prevalentes com maiores
concentragdes no periodo das cheias.

O ciclo hidrolégico do Rio Negro tem influéncia significativa na disseminacdo dos HAdV,
JCPyV, RVA e NoV GllI, sendo HAdV, JCPyV e RVA mais detectados na cheia e o0 NoV
Gl na seca.

As maiores detecgdes e concentragdes de virus descritos neste estudo durante a época das
cheias, especialmente no ponto MAO4 no Rio Negro, corrobora a dindmica do transporte
de virus nessa bacia hidrografica.

Os igarapés da cidade de Manaus apresentam elevadas concentragdes virais e S0 mais
contaminados que o Rio Negro, refletindo o lancamento de esgoto in natura nesses
ambientes e a capacidade de dilui¢cdo do grande volume de d4gua do Rio Negro.

Os parametros bacterioldgicos de qualidade da dgua demonstraram diferentes condi¢fes
dos ambientes estudados, sendo os virus detectados especialmente nas amostras conformes
com a legislagéo.

Os resultados indicam a utilizagdo de HAdV como marcador viral de contaminagéo fecal
humana em ambientes aquaticos.

O ciclo hidroldgico do Rio Negro influencia as condig¢des fisico-quimicas dos ambientes
aquaticos da cidade de Manaus, especialmente 0s igarapés.

A avaliagéo de risco virologico demonstrou elevadas probabilidades de infeccdo por RVA
pelo contato de criangas e adultos com os ambientes aquéaticos de Manaus por diferentes
vias de exposicdo, sendo maiores as observadas para criangas em atividades recreacionais

nos igarapes da cidade.
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A probabilidade de infeccdo por RVA pelo contato méo-boca por criangas nos igarapés da
cidade foi menor que pelo contato recreacional. Entretanto, ndo deve ser negligenciada.

O nivel do Rio Negro apresentou correla¢do positiva com o aumento do nimero de casos
de gastroenterite no ano de 2012, quando houve a maior cheia deste rio.

A cheia histérica do Rio Negro na cidade de Manaus resultou em um aumento na
concentragdo de HAdV e RVA nos ecossistemas da cidade e demonstrou a auséncia de
virus gastroentéricos emergentes.

A caracterizacdo molecular de HAdV e RVA demonstrou a circulagdo de diferentes
gendtipos prevalentes na populacgéo.

Os virus sdo importantes marcadores de contaminacdo fecal em ambientes aquéticos,
devendo ser utilizados como parametros de qualidade de agua e nas estimativas dos riscos
a saude pelo contato com esses ambientes, ajudando nas medidas preventivas e de gestdo

dos recursos hidricos amazonicos e brasileiros.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para este estudo estdo a avaliacdo de risco de infec¢bes por RVA
considerando as variagfes sazonais geradas pelo ciclo hidrolégico do Rio Negro e a
infecciosidade viral obtida por ensaios de cultura celular, a avaliagdo de risco de infeccdes por
HAdV nos mesmos cenarios estabelecidos para RVA e a caracterizacdo molecular dos JCPyV
para realizar estudos de origem étnica da populacdo de Manaus, com geragdo de publicacbes

dos novos dados em revistas indexadas.

97



9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ahmed MU, Urasawa S, Taniguchi K, Urasawa T, Kobayashi N, Wakasugi F, et al. Analysis
of human rotavirus strains prevailing in Bangladesh in relation to nationwide floods brought
by the 1988 monsoon. J Clin Microbiol. 1991 Oct; 29(10):2273-9.

Albifiana-Gimenez N, Clemente-Casares P, Calgua B, Huguet JM, Courtois S, Girones R.
Comparison of methods for concentrating human adenoviruses, polyomavirus JC and
noroviruses in source waters and drinking water using quantitative PCR. J Virol Methods.
2009 Jun; 158(1-2):104-9.

Allander T, Tammi MT, Eriksson M, Bjerkner A, Tiveljung-Lindell A, Andersson B.
Cloning of a human parvovirus by molecular screening of respiratory tract samples. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2005 Sep; 102(36):12891-6.

Allard A, Albinsson B, Wadell G. Rapid typing of human adenoviruses by a general PCR
combined with restriction endonuclease analysis. J Clin Microbiol. 2001 Feb; 39(2):498-505.

Amaral MS, Estevam GK, Penatti M, Lafontaine R, Lima IC, Spada PK, et al. The prevalence
of norovirus, astrovirus and adenovirus infections among hospitalised children with acute
gastroenteritis in Porto Velho, state of Rondonia, western Brazilian Amazon. Mem Inst
Oswaldo Cruz. 2015 Apr; 110(2):215-21.

Arthur JL, Higgins GD, Davidson GP, Givney RC, Ratcliff RM. A novel bocavirus associated
with acute gastroenteritis in Australian children. PLoS Pathog. 2009 Apr; 5(4):e1000391.

Ao YY, YuJM, Li LL, Jin M, Duan ZJ. Detection of human norovirus GIV.1 in China: a case
report. J Clin Virol. 2014 Oct; 61(2):298-301.

Aw TG, Howe A, Rose JB. Metagenomic approaches for direct and cell culture evaluation of
the virological quality of wastewater. J Virol Methods. 2014 Sep; 210C:15-21.

98


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19428577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19428577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Allander%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16118271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tammi%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16118271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eriksson%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16118271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bjerkner%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16118271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tiveljung-Lindell%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16118271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andersson%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16118271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cloning+of+a+human+parvovirus+by+molecular+screening+of+respiratory+tract+samples.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cloning+of+a+human+parvovirus+by+molecular+screening+of+respiratory+tract+samples.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Allard%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Albinsson%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wadell%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amaral%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25946245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Estevam%20GK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25946245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Penatti%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25946245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lafontaine%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25946245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lima%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25946245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spada%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25946245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25946245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25946245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19381259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19381259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ao%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25151627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25151627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25151627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25151627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duan%20ZJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25151627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25151627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aw%20TG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25264099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Howe%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25264099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rose%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25264099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25264099

Barril PA, Fumian TM, Prez VE, Gil PI, Martinez LC, Giordano MO, et al. Rotavirus
seasonality in urban sewage from Argentina: effect of meteorological variables on the viral
load and the genetic diversity. Environ Res. 2015 Apr; 138:409-15.

Barril PA, Giordano MO, Isa MB, Masachessi G, Ferreyra LJ, Castello AA, et al. Correlation
between rotavirus A genotypes detected in hospitalized children and sewage samples in 20086,
Cordoba, Argentina. J Med Virol. 2010 Jul; 82(7):1277-81.

Berk AJ. Adenoviridae. In: Knipe DM, Howley PM. Fields Virology. 6ed. Filadélfia, EUA:
Lippincott Williams & Wilkins; 2013. p.1704-31.

Bertrand 1, Schijven JF, Sanchez G, Wyn-Jones P, Ottoson J, Morin T, et al. The impact of
temperature on the inactivation of enteric viruses in food and water: a review. J Appl
Microbiol. 2012 Jun; 112(6):1059-74.

Beuret C, Kohler D, Baumgartner A, Lithi TM. Norwalk-like virus sequences in mineral
waters: one-year monitoring of three brands. Appl. Environ. Microbiol. 2002 Apr;
68(4):1925-31.

Bialasiewicz S, Whiley DM, Lambert SB, Nissen MD, Sloots TP. Detection of BK, JC, WU,
or KI polyomaviruses in faecal, urine, blood, cerebrospinal fluid and respiratory samples. J
Clin Virol. 2009 Jul; 45(3):249-54.

Blinkova O, Rosario K, Li L, Kapoor A, Slikas B, Bernardin F, et al. Frequent detection of
highly diverse variants of cardiovirus, cosavirus, bocavirus, and circovirus in sewage samples
collected in the United States. J Clin Microbiol. 2009 Nov; 47(11):3507-13.

Bofill-Mas S, Albinana-Gimenez N, Clemente-Casares P, Hundesa A, Rodriguez-Manzano J,
Allard A, et al. Quantification and stability of human adenoviruses and polyomavirus JCPyV
in wastewater matrices. Appl Environ Microbiol. 2006 Dec; 72(12):7894-6.

Bofill-Mas S, Rusifiol M, Fernandez-Cassi X, Carratala A, Hundesa A, Girones R.
Quantification of human and animal viruses to differentiate the origin of the fecal

contamination present in environmental samples. Biomed Res Int. 2013; 2013:192089.

99


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barril%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25777068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fumian%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25777068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prez%20VE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25777068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gil%20PI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25777068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25777068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giordano%20MO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25777068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25777068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barril%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20513096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giordano%20MO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20513096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isa%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20513096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Masachessi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20513096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreyra%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20513096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castello%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20513096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20513096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+impact+of+temperature+on+the+inactivation+of+enteric+viruses+in+food+and+water%3A+a+review
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+impact+of+temperature+on+the+inactivation+of+enteric+viruses+in+food+and+water%3A+a+review
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19515607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19515607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19794058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19794058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19794058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17028225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17028225

Bon F, Ambert-Balay K, Giraudon H, Kaplon J, Le Guyader S, Pommepuy M, et al.
Molecular epidemiology of caliciviruses detected in sporadic and outbreak cases of
gastroenteritis in France from December 1998 to February 2004. J Clin Microbiol. 2005 Sep;
43(9):4659-64

Borrows CL, Turner PC. Seasonal screening for viral gastroenteritis in young children and
elderly hospitalized patients: is it worthwhile? J Hosp Infect. 2014 Jun;87(2):98-102.

Bosch A, Guix S, Sano D, Pintdé RM. New tools for the study and direct surveillance of viral
pathogens in water. Curr Opin Biotechnol. 2008 Jun; 19(3):295-301.

Bosch A, Pintd RM, Guix S. Human astroviruses. Clin Microbiol Rev. 2014 Oct; 27(4):1048-
74.

Brasil. Ministério da Salde. Portaria n° 518, de 25 de marco de 2004. Estabelece os
procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano e seu padrdo de potabilidade, e d& outras providéncias. Diario Oficial
[da] Unido. 2004 mar 26. 59. p. 266-70.

Brasil. Ministério da Saude. Portaria n° 2.914, de 12 de dezembro de 2011. Dispbe sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade. Diario Oficial [da] Unido. 2011 dez 14. 239. p. 39-46.

Brasil. Ministério do Meio Ambiente. Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA).
Resolucdo n° 274, de 29 de novembro de 2000. Revisa os critérios de balneabilidade em &guas
brasileiras. Diario Oficial [da] Unido. 2001 jan 08. 018. p. 70-71.

Brasil. Ministério do Meio Ambiente. Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA).
Resolucdo n° 357, de 15 de marco de 2005. Dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condicdes e padrdes
de lancamento de efluentes, e da outras providéncias. Diario Oficial [da] Unido. 2005 mar 18.
053. p. 58-63.

100


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borrows%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24811114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Turner%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24811114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borrows+sapovirus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25278582

Bucardo F, Reyes Y, Svensson L, Nordgren J. Predominance of norovirus and sapovirus in
Nicaragua after implementation of universal rotavirus vaccination. PLoS One. 2014 May;
9(5): €98201.

Calgua B, Barardi CR, Bofill-Mas S, Rodriguez-Manzano J, Girones R. Detection and
quantitation of infectious human adenoviruses and JC polyomaviruses in water by

immunofluorescence assay. J Virol Methods. 2011 Jan; 171(1):1-7.

Calgua B, Carratala A, Guerrero-Latorre L, de Abreu Corréa A, Kohn T, Sommer R, et al.
UVC Inactivation of dsSDNA and ssRNA Viruses in Water: UV Fluences and a gPCR-Based
Approach to Evaluate Decay on Viral Infectivity. Food Environ Virol. 2014 Jun 22. In press.

Calgua B, Fumian T, Rusifiol M, Rodriguez-Manzano J, Mbayed VA, Bofill-Mas S, et al.
Detection and quantification of classic and emerging viruses by skimmed-milk flocculation
and PCR in river water from two geographical areas. Water Res. 2013a May; 47(8):2797-
2810.

Calgua B, Mengewein A, Grunert A, Bofill-Mas S, Clemente-Casares P, Hundesa A, et al.
Development and application of a one-step low cost procedure to concentrate viruses from
seawater samples. J Virol Methods. 2008 Nov; 153(2):79-83.

Calgua B, Rodriguez-Manzano J, Hundesa A, Sufien E, Calvo M, Boffil-Mas S, et al. New
methods for the concentration of viruses from urban sewage using quatitative PCR. J
Virol Methods. 2013b Feb; 187(2):215-21.

Campos GS, Silva Sampaio ML, Menezes AD, Tigre DM, Moura Costa LF, Chinalia FA, et
al. Human bocavirus in acute gastroenteritis in children in Brazil. J Med Virol. 2015 Jun. In

pres.

Cann KF, Thomas DR, Salmon RL, Wyn-Jones AP, Kay D. Extreme water-related weather
events and waterborne disease. Epidemiol Infect. 2013 Apr; 141(4):671-86.

Cantalupo PG, Calgua B, Zhao G, Hundesa A, Wier AD, Katz JP, et al. Raw sewage harbors
diverse viral populations. Mbio. 2011 Oct; 2(5):e00180-11.

101


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20863853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20863853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20863853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24952878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24952878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23535378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23535378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18765255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18765255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23164995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23164995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26059266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva%20Sampaio%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26059266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Menezes%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26059266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tigre%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26059266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moura%20Costa%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26059266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chinalia%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26059266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sardi%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26059266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sardi%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26059266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos+bocaviruses
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22877498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22877498

Carratala A, Rusinol M, Hundesa A, Biarnes M, Rodriguez-Manzano J, Vantarakis A, et al. A
novel tool for specific detection and quantification of chicken/turkey parvoviruses to trace
poultry fecal contamination in the environment. Appl Environ Microbiol. 2012 Oct;
78(20):7496-9.

Carter MJ. Enterically infecting viruses: pathogenicity, transmission and significance for food
and waterborne infection. J Appl Microbiol. 2005; 98(6):1354-80.

Carvalho-Costa FA, Araujo IT, Santos de Assis RM, Fialho AM, de Assis Martins CM, Bbia
MN, et al. Rotavirus genotype distribution after vaccine introduction, Rio de Janeiro, Brazil.
Emerg Infect Dis. 2009 Jan; 15(1):95-7.

Carvalho-Costa FA, Volotdo Ede M, de Assis RM, Fialho AM, de Andrade Jda S, Rocha
LN, et al. Laboratory-based rotavirus surveillance during the introduction of a vaccination
program, Brazil, 2005-2009. Pediatr Infect Dis J. 2011 Jan; 30(1 Suppl):S35-41.

Casarez EA, Pillai SD, Mott JB, Vargas M, Dean KE, Di Giovanni GD. Direct comparison of
four bacterial source tracking methods and use of composite data sets. J Appl Microbiol 2007
Aug; 103(2):350-64.

Chhabra P, Payne DC, Szilagyi PG, Edwards KM, Staat MA, Shirley SH, et al. Etiology of
viral gastroenteritis in children <5 years of age in the United States, 2008-2009. J Infect
Dis. 2013 Sep; 208(5):790-800.

Chhabra P, Samoilovich E, Yermalovich M, Chernyshova L, Gheorghita S, Cojocaru R, et al.
Viral gastroenteritis in rotavirus negative hospitalized children <5 years of age from the
independent states of the former Soviet Union. Infect Genet Evol. 2014 Dec; 28:283-8.

Chigor VN, Sibanda T, Okoh Al. Assessment of the risks for human health of adenoviruses,

hepatitis A virus, rotaviruses and enteroviruses in the Buffalo River and three source water
dams in the Eastern Cape. Food Environ Virol. 2014 Jun; 6(2):87-98.

102


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Enterically+infecting+viruses%3A+pathogenicity%2C+transmission+and+significance+for+food+and+waterborne+infection
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalho-Costa%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19116062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ara%C3%BAjo%20IT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19116062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos%20de%20Assis%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19116062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fialho%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19116062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Assis%20Martins%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19116062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%B3ia%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19116062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%B3ia%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19116062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19116062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalho-Costa%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21048523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Volot%C3%A3o%20Ede%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21048523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Assis%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21048523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fialho%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21048523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Andrade%20Jda%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21048523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocha%20LN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21048523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocha%20LN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21048523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21048523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chhabra%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23757337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Payne%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23757337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szilagyi%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23757337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Edwards%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23757337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staat%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23757337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shirley%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23757337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23757337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23757337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chhabra%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25460823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samoilovich%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25460823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yermalovich%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25460823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chernyshova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25460823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gheorghita%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25460823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cojocaru%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25460823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25460823

Choi S, Chu W, Brown J, Becker SJ, Harwood VJ, Jiang SC. Application of enterococci
antibiotic resistance patterns for contamination source identification at Huntington Beach,
California. Mar Pollut Bull. 2003 Jun; 46(6):748-55.

Clarke IN, Estes MK, Green KY, Hansman GS, Knowles NJ, Koopmans MK, et
al. Caliciviridae. In: King AMQ, Adams MJ, Carstens EB, Lefkowitz EJ. Virus Taxonomy:
Classification and Nomenclature of Viruses: Ninth Report of the International Committee on

Taxonomy of Viruses. San Diego: Elsevier; 2012. p. 977-86.

Costa FEV. Uma experiéncia amazo6nica de gestdo dos recursos hidricos: a criacdo do Comité
de Bacia Hidrografica do Rio Taruma-Acu, Manaus - AM - Brasil [dissertacdo]. Para:
Universidade Federal do Para; 2011.

Couceiro SRM, Hamada N, Luz SLB, Forsberg BR, Pimentel TP. Deforestation and sewage
effects on aquatic macroinvertebrates in urban streams in Manaus, Amazonas,
Brazil. Hydrobiologia. 2007; 57(1):271-84.

Couch RB, Cate TR, Douglas RG Jr, Gerone PJ, Knight V. Effect of route of inoculation on
experimental respiratory viral disease in volunteers and evidence for airborne transmission.
Bacteriol Rev. 1966 Sep; 30(3):517-29.

Coulson B. VP4 and VP7 typing using monoclonal antibodies. Arch Virol Suppl. 1996;
12:113-8.

Crabtree KD, Gerbha CP, Rose JB, Haas CN. Waterborne adenovirus: a risk assessment. Water
Science and Technology. 1997; 35(11-12):1-6.

Dai YC, Xu QH, Wu XB, Hu GF, Tang YL, Li JD, et al. Development of real-time and nested
RT-PCR to detect astrovirus and one-year survey of astrovirus in Jiangmen City, China. Arch
Virol. 2010 Jun; 155(6): 977-82.

Das BK, Gentsch JR, Cicirello HG, Woods PA, Gupta A, Ramachandran M, et al.
Characterization of rotavirus strains from newborns in New Delhi, India. J Clin Microbiol.
1994 Jul; 32(7): 1820-2.

103


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Couch%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5920335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cate%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5920335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Douglas%20RG%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5920335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerone%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5920335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Knight%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5920335
http://mmbr.asm.org/cgi/reprint/30/3/517.pdf
http://mmbr.asm.org/cgi/reprint/30/3/517.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Effect+of+route+of+inoculation+on+experimental+respiratory+viral+disease+in+volunteers+and+evidence+for+airborne+transmission
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dai%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20376681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20QH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20376681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20XB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20376681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hu%20GF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20376681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tang%20YL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20376681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20376681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=astrovirus+dai+et+al+2010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=astrovirus+dai+et+al+2010

de Freitas ER, Borges AM, Fiaccadori FS,e Souza MB, Cardoso Dd. Molecular
characterization of adenovirus detected from fecal samples obtained from children in the
Central West region of Brazil. Arch Virol. 2010 Oct; 155(10):1693-6.

de Man H, Bouwknegt M, van Heijnsbergen E, Leenen EJ, van Knapen F, de Roda Husman
AM. Health risk assessment for splash parks that use rainwater as source water. Water Res.
2014a May; 54:254-61.

de Man H, van den Berg HH, Leenen EJ, Schijven JF, Schets FM, van der Vliet JC, et al.
Quantitative assessment of infection risk from exposure to waterborne pathogens in urban
floodwater. Water Res. 2014b Jan; 48:90-9.

DeCaprio JA, Imperiale MJ, Majopr EO. Polyomaviruses. In: Knipe DM, Howley PM. Fields
Virology.6 ed. Filadélfia: Lippincott Williams & Wilkins; 2013. p. 1633-61.

Desselberger U. Rotaviruses. Virus Research. 2014 Sep; 190:75-96.

Di Martino B, Di Profio F, Ceci C, Di Felice E, Green KY, Bok K, et al. Seroprevalence of
norovirus genogroup IV antibodies among humans, Italy, 2010-2011. Emerg Infect Dis. 2014
Nov; 20(11):1828-32.

Ding G, Zhang Y, Gao L, Ma W, Li X, Liu J, et al. Quantitative analysis of burden of
infectious diarrhea associated with floods in northwest of anhui province, china: a mixed

method evaluation. PLoS One. 2013 Jun 6; 8(6):e65112.

Dorevitch S, Panthi S, Huang Y, Li H, Michalek AM, Pratap P, et al. Water ingestion during
water recreation. Water Res. 2011 Feb; 45(5):2020-8.

Dufour AP, Evans O, Behymer TD, Cantu R. Water ingestion during swimming activities in a
pool: A pilot study. J Water Health. 2006 Dec; 4(4):425-30.

Eden JS, Lim KL, White PA. Complete genome of the human norovirus GIV.1 strain Lake
Macquaire virus. J Virol. 2012 Sep; 86(18):10251-2.

104


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Freitas%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20607316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borges%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20607316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fiaccadori%20FS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20607316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=e%20Souza%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20607316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cardoso%20Dd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20607316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20607316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24576701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ding%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23762291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23762291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gao%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23762291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ma%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23762291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23762291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23762291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23762291

Estes MK, Greenberg HB. Rotaviruses. In: Knipe DM, Howley PM. Fields Virology. 6 ed.
Filadélfia, EUA: Lippincott Williams & Wilkins; 2013. p.1347-401.

Fazil AM. A primer on risk assessment modeling: focus on seafood products. FAO Fisheries
Technical Paper. No. 462. Roma: FAO. 2005. p. 56.

Feltkamp MC, Kazem S, van der Meijden E, Lauber C, Gorbalenya AE. From Stockholm to
Malawi: recent developments in studying human polyomaviruses. J Gen Virol. 2013 Mar;
94(Pt 3):482-96.

Ferreira FF, Guimaraes FR, Fumian TM, Victoria M, Vieira CB, Luz S, et al. Environmental
dissemination of group A rotavirus: P-type, G-type and subgroup characterization. Water Sci
Technol. 2009; 60(3):633-42.

Ferreira MS, Xavier Mda P, Tinga AC, Rose TL, Fumian TM, Fialho AM, et al. Assessment
of gastroenteric viruses frequency in a children's day care center in Rio De Janeiro, Brazil: a
fifteen year study (1994-2008). PLoS One. 2012; 7(3):e33754.

Fewtrell L, Kay D, Watkins J, Davies C, Francis C. The microbiology of urban UK
floodwaters and a quantitative microbial risk assessment of flooding and gastrointestinal
illness. J Flood Risk Management. 2011 Jun; 4(2):77-87.

Fewtrell L, Smith K. Flooding and Infections, Urban Flood Management project report for the

Flood Risk Management Research Consortium. Aberystwyth: University of Wales; 2007.

Field KG, Samadpour M. Fecal source tracking, the indicator paradigm, and managing water
quality. Water Res 2007 Aug; 41(16):3517-38.

Filho EP, da Costa Faria NR, Fialho AM, de Assis RS, Almeida MM, Rocha M, et al.
Adenoviruses associated with acute gastroenteritis in hospitalized and community children up
to 5 years old in Rio de Janeiro and Salvador, Brazil. J Med Microbiol. 2007 Mar; 56(Pt
3):313-9.

105


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ferreira%20FF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19657158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guimar%C3%A3es%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19657158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fumian%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19657158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Victoria%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19657158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vieira%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19657158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19657158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ENVIRONMENTAL+DISSEMINATION+OF+GROUP++A+ROTAVIRUS%3A+P-TYPE%2C+G2+TYPE+AND+SUBGROUP+CHARACTERIZATION
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ENVIRONMENTAL+DISSEMINATION+OF+GROUP++A+ROTAVIRUS%3A+P-TYPE%2C+G2+TYPE+AND+SUBGROUP+CHARACTERIZATION
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22448271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xavier%20Mda%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22448271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tinga%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22448271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rose%20TL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22448271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fumian%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22448271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fialho%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22448271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22448271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17314359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17314359

Fioretti JM, Bello G, Rocha MS, Victoria M, Leite JP, Miagostovich MP. Temporal dynamics
of norovirus GII.4 variants in Brazil between 2004 and 2012. PLoS One. 2014 Mar; 9(3):
€92988.

Fioretti JM, Ferreira MS, Victoria M, Vieira CB, Xavier MdaP, Leite JP, et al. Genetic
diversity of noroviruses in Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2011 Dec; 106(8):942-7.

Fischer TK, Steinsland H, Molbak K, Ca R, Gentsch JR, Valentiner-Branth P, et al. Genotype
profiles of Rotavirus Strains from children in suburban community in Guinea-Bissau, Western
Africa. J Clin Microbiol. 2000 Jan; 38(1):264-7.

Flannery J, Keaveney S, Rajko-Nenow P, O Flaherty V, Doré W. Concentration of norovirus
during wastewater treatment and its impact on oyster contamination. Appl Environ Microbiol.
2012 May; 78(9):3400-6.

Fong TT, Lipp EK. Enteric viruses of humans and animals in aquatic environments: health
risks, detection, and potential water quality assessment tools. Microbiol Mol Biol Rev. 2005
Jun; 69(2):357-71.

Fong TT, Phanikumar MS, Xagoraraki I, Rose JB. Quantitative detection of human
adenoviruses in wastewater and combined sewer overflows influencing a Michigan river.
Appl Environ Microbiol. 2010 Feb; 76(3):715-23.

Fongaro G, Nascimento MA, Rigotto C, Ritterbusch G, da Silva AD, Esteves PA, et al.
Evaluation and molecular characterization of human adenovirus in drinking water supplies:

viral integrity and viability assays. Virol J. 2013 May; 10:166.

Frappart F, Seyler F, Martinez J-M, Leon JG, Cazenave A. Floodplain water storage in the
Negro River basin estimated from microwave remote sensing of inundation area and water
levels. Remote Sens Environ. 2005; 99(4):387-99.

Fumian TM, Leite JP, Rose TL, Prado T, Miagostovich MP. One year environmental
surveillance of rotavirus specie A (RVA) genotypes in circulation after the introduction of the
Rotarix® vaccine in Rio de Janeiro, Brazil. Water Res. 2011 Nov; 45(17):5755-63.

106


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fioretti%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24667283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bello%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24667283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocha%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24667283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Victoria%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24667283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leite%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24667283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miagostovich%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24667283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24667283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miagostovich%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24667283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22241115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22241115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fischer%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10618098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steinsland%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10618098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molbak%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10618098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ca%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10618098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gentsch%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10618098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valentiner-Branth%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10618098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fong%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15944460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lipp%20EK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15944460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15944460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fong%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19948848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phanikumar%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19948848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xagoraraki%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19948848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rose%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19948848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19948848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fongaro%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23714224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nascimento%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23714224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rigotto%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23714224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ritterbusch%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23714224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23714224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esteves%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23714224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barardi%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23714224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23714224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fumian%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21917289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leite%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21917289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rose%20TL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21917289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prado%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21917289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miagostovich%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21917289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21917289

Fumian TM, Vieira CB, Leite JP, Miagostovich MP. Assessment of burden of virus agents in

an urban sewage treatment plant in Rio de Janeiro, Brazil. J Water Health. 2013; 11(1):110-9.

Ghebremedhin B. Human adenovirus: Viral pathogen with increasing importance. Eur J
Microbiol Immunol (Bp). 2014 Mar; 4(1):26-33.

Gentsch JR, Glass RI, Woods P, Gouvea V, Gorziglia M, Flores J, et al. Identification of
group A rotavirus gene 4 types by polymerase chain reaction. J Clin Microbiol. 1992 Jun;
30(6):1365-73.

Gerba CP, Goyal SM, LaBelle RL, Cech I, Bodgan GF. Failure of indicator bacteria to reflect
the occurrence of enteroviruses in marine waters. Am J Public Health. 1979 Nov;
69(11):1116-9.

Gerba CP, Rose JB, Haas CN, Crabtree. Waterborne rotavirus: a risk assessment. \Water Res.
1996 Nov; 30(12): 2929-40.

Gibson KE. Viral pathogens in water: occurrence, public health impact, and available control
strategies. Curr Opin Virol. 2014 Feb; 4:50-7.

Girones R, Ferris MA, Alonso JL, Rodriguez-Manzano J, Calgua B, Corréa Ade A, et al.
Molecular detection of pathogens in water--the pros and cons of molecular techniques. Water
Res. 2010 Aug; 44(15):4325-39.

Gomez MM, da Silva MF, Zeller M, Heylen E, Matthijnssens J, Ichihara MY, et al.
Phylogenetic analysis of G1P[6] group A rotavirus strains detected in Northeast Brazilian

children fully vaccinated with Rotarix™. Infect Genet Evol. 2013 Oct; 19:395-402

Gouvea V, Santos N, Timenetsky MC. Identification of bovine and porcine rotavirus G types
by PCR. J Clin Microbiol. 1994 May; 32(5):1338-40.

Green K. Caliciviridae: The Noroviruses. In: Knipe DM, Howley PM. Fields Virology. 6ed.
Filadélfia, EUA: Lippincott Williams & Wilkins; 2013. p.582-608.

107


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fumian%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23428554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vieira%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23428554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leite%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23428554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miagostovich%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23428554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23428554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghebremedhin%20B%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Girones%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20619868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferr%C3%BAs%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20619868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alonso%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20619868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodriguez-Manzano%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20619868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Calgua%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20619868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corr%C3%AAa%20Ade%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20619868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molecular+detection+of+pathogens+in+water+e+The+pros+and+cons+of+molecular+techniques
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molecular+detection+of+pathogens+in+water+e+The+pros+and+cons+of+molecular+techniques
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=G%C3%B3mez%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23538335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=da%20Silva%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23538335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zeller%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23538335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heylen%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23538335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matthijnssens%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23538335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ichihara%20MY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23538335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23538335

Green KY, Ando T, Balayan MS, Berke T, Clarke IN, Estes MK, et al. Taxonomy of the
caliciviruses. J Infect Dis. 2000 May; 181(Suppl 2): S322-30.

Greenberg HB, Estes MK. Rotaviruses: from pathogenesis to vaccination. Gastroenterology.
2009 May; 136(6):1939-51.

Greninger AL, Runckel C, Chiu CY, Haggerty T, Parsonnet J, Ganem D, et al. The complete
genome of klassevirus - a novel picornavirus in pediatric stool. Virol J. 2009 Jun; 6:82.

Guimardes FR, Ferreira FF, Vieira CB, Fumian TM, Shubo T, Leite JP, et al. Molecular
detection of human astrovirus in an urban sewage treatment plant in Rio de Janeiro, Brazil.
Mem Inst Oswaldo Cruz. 2008 Dec; 103(8):819-23.

Gurian P. QMRA wiki [Internet]. 2015. [acesso em 2015 Aug 26]. Disponivel em:

http://qmrawiki.canr.msu.edu/index.php/Risk_Characterization
Haas C. QMRA wiki [Internet]. 2015. [acesso em 2015 Aug 26]. Disponivel em:
http://qmrawiki.canr.msu.edu/index.php/Quantitative_Microbial _Risk_Assessment (QMRA)

_Wiki

Haas CN. Effect of effluent disinfection on risk of viral disease transmission via recreational
exposure. J Water Poll Control Federation. 1983 Aug; 55(8):1111-6.

Haas CN, Rose JB, Gerba CP. Quantitative microbial risk assessment. 1.ed. New York: John
Wiley & Sons Inc. 1999.

Haas CN, Rose JB, Gerba C, Regli S. Risk assessmentof virus in drinking water.
Risk Anal. 1993 Oct; 13(5):545-52.

Hall TA. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis program
for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symp. 1999; 41:95-8.

108


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19538752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19538752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guimar%C3%A3es%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19148423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20FF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19148423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vieira%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19148423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fumian%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19148423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shubo%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19148423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leite%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19148423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miagostovich%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19148423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19148423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haas%20CN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8259444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rose%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8259444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerba%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8259444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Regli%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8259444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8259444

Hamza IA, Jurzik L, Stang A, Sure K, Uberla K, Wilhelm M. Detection of human viruses in
rivers of a densly-populated area in Germany using a virus adsorption elution method
optimized for PCR analyses. Water Res. 2009a Jun; 43(10):2657-68.

Hamza IA, Jurzik L, Uberla K, Wilhelm M. Methods to detect infectious human enteric

viruses in environmental water samples. Int J Hyg Environ Health. 2011 Nov; 214(6): 424-36.

Hamza 1A, Jurzik L, Wilhelm M, Uberla K. Detection and quantification of human
bocavirus in river water. J Gen Virol. 2009b Nov; 90(Pt 11):2634-7.

Han TH, Kim CH, Chung JY, Park SH, Hwang ES. Klassevirus infection in children, South
Korea. Emerg Infect Dis. 2010 Oct;16(10):1623-5.

Han TH, Kim SC, Kim ST, Chung CH, Chung JY. Detection of norovirus genogroup IV,
klassevirus, and pepper mild mottel virus in sewage in South Korea. Arch Virol. 2014 Mar;
159(3):457-63

Hansman GS, Oka T, Katayama K, Takeda N. Human sapoviruses: genetic diversity,
recombination, and classification. Rev Med Virol. 2007 Mar-Apr;17(2):133-41.

Haramoto E, Katayama H, Oguma K, Ohgaki S. Application of cation-coated filter method to
detection of noroviruses, enteroviruses, adenoviruses, and torque teno viruses in the
Tamagawa River in Japan. Appl Environ Microbiol. 2005 May; 71(5):2403-11

Haramoto E, Katayama H, Oguma K, Ohgaki S. Quantitative analysis of human enteric

adenoviruses in aquatic environments. J Appl Microbiol. 2007 Dec; 103(6):2153-9.
Haramoto E, Kitajima M, Otagiri M. Development of a reverse transcription-quantitative PCR
assay for detection of salivirus/klassevirus. Appl Environ Microbiol. 2013 Jun; 79(11):3529-

32.

Haramoto E, Otagiri M. Prevalence and genetic diversity of klassevirus in wastewater in
Japan. Food Environ Virol. 2013 Mar; 5(1):46-51.

109


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Detection+of+human+viruses+in+rivers+of+a+densly-populated+area+in+Germany+using+a+virus+adsorption+elution+method+optimized+for+PCR+analyses
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamza%20IA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19656966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jurzik%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19656966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilhelm%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19656966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uberla%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19656966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19656966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20875296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20875296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hansman%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17340567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oka%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17340567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katayama%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17340567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takeda%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17340567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17340567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haramoto%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23542627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kitajima%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23542627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Otagiri%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23542627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Detection+of+Salivirus%2FKlassevirus+Transcription-Quantitative+PCR+Assay+for

Harrach B, Benk6 M, Both GW, Brown M, Davison AJ, Echavarria M, et al. In: King AMQ,
Adams MJ, Carstens EB, Lefkowitz EJ. Virus Taxonomy: Classification and Nomenclature of
Viruses: Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. San Diego:
Elsevier; 2012. p.125-141.

Hartmann NM, Dartscht M, Szewzyk R, Selinka H-C. Monitoring of adenovirus serotypes in
environmental samples by combined PCR and melting point analyses. Virol J. 2013 Jun;
10:190.

Harwood VJ, Wiggins B, Hagedorn C, Ellender RD, Gooch JA, Kern J, et al. Phenotypic
library-based microbial source tracking methods: efficacy in the California collaborative
study. J Water Health. 2003 Dec; 1(4):153-66.

Hashizume M, Wagatsuma Y, Faruque AS, Hayashi T, Hunter PR, Armstrong B, et al.
Factors determining vulnerability to diarrhea during and after sever floods in Bangladesh. J
Water Health. 2008 Sep; 6(3):323-32.

Hata A, Katayama H, Furumai H. Organic substances interfere with reverse transcription-
quantitative PCR-based virus detection in water samples. Appl Environ Microbiol. 2015 Mar;
81(5):1585-93.

He X, Wei Y, Cheng L, Zhang D, Wang Z. Molecular detection of three gastroenteritis
viruses in urban surface waters in Beijing and correlation with levels of fecal indicator
bacteria. Environ Monit Assess. 2012 Sep; 184(9):5563-70.

Heerden J, Ehlers MM, Vivier JC, Grabow WO. Risk assessment of adenoviruses detected in
treated drinking water and recreational water. J Appl Microbiol. 2005; 99(4):926-33.

Hejkal TW, Keswick B, LaBelle RL, Gerba CP, Sanchez Y, Dreesman G, et al. Viruses in a
community water supply associated with an outbreak of gastroenteritis and infectious
hepatitis. J Am Water Works Assoc. 1982; 150:318-21.

Hernroth BE, Conden-Hansson AC, Rehnstam-Holm AS, Girones R, Allard AK.

Environmental factors influencing human viral pathogens and their potential indicator

110


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hashizume%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19108552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wagatsuma%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19108552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Faruque%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19108552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hayashi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19108552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hunter%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19108552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Armstrong%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19108552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sack%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19108552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hata%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25527552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katayama%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25527552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Furumai%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25527552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25527552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=He%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21915594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21915594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21915594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21915594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21915594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21915594

organisms in the blue mussel, Mytilus edulis: the first Scandinavian report. Appl Environ
Microbiol. 2002 Sep; 68(9):4523-33.

Hewitt J, Greening GE, Leonard M, Lewis GD. Evaluation of human adenovirus and human
polyomavirus as indicators of human sewage contamination in the aquatic environment.
Water Res. 2013 Nov; 47(17):6750-61.

Hipsey MR, Brookes JD. Pathogen Management in Surface Waters: Practical Considerations
for Reducing Public Health Risk. In: Rodriguez-Morales AJ. Current Topics in Public Health.
In Tech; 2013. p.445-75.

Holtz LR, Finkbeiner SR, Zhao G, Kirkwood CD, Girones R, Pipas JM, et al. Klassevirus 1, a
previously undescribed member of the family Picornaviridae, is globally widespread. Virol
J. 2009 Jun; 6:86.

Hundesa A, Bofill-Mas S, Maluquer de Motes C, Rodriguez-Manzano J, Bach A, Casas M, et
al. Development of a quantitative PCR assay for the quantitation of bovine polyomavirus as a
microbial source-tracking tool. J Virol Methods. 2010 Feb; 163(2):385-9.

Hundesa A, Maluquer de Motes C, Albinana-Gimenez N, Rodriguez-Manzano J, Bofill-Mas
S, Sufien E, et al. Development of a qPCR assay for the quantification of porcine
adenoviruses as an MST tool for swine fecal contamination in the environment. J Virol
Methods. 2009 Jun; 158(1-2):130-5.

Hundesa A, Maluguer de Motes C, Bofill-Mas S, Albinana-Gimenez N, Girones R.
Identification of human and animal adenoviruses and polyomaviruses for determination of
sources of fecal contamination in the environment. Appl Environ Microbiol. 2006 Dec;
72(12):7886-93.

IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). 2015. [acesso em 2015 May 10].
Disponivel em: http://cidades.ibge.gov.br/xtras/perfil.php?codmun=130260

111


http://www.intechopen.com/books/current-topics-in-public-health
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holtz%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19552824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Finkbeiner%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19552824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19552824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirkwood%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19552824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Girones%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19552824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pipas%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19552824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19552824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19552824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19552824
http://cidades.ibge.gov.br/xtras/perfil.php?codmun=130260

ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses - Comité Internacional de
Taxonomia viral). 2015. [acesso em 2015 May 10]. Disponivel em:

http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp

Instituto Trata Brasil. 2015. [acesso em 2015 Sept 10]. Disponivel em:
http://tratabrasil.org.br/ranking-do-saneamento-2015

Iturriza-Goémara M, Wong C, Blome S, Desselberger U, Gray J. Molecular characterization of
VP6 genes of human rotavirus isolates: correlation of genogroups with subgroups and
evidence of independent segregation. J Virol. 2002 Jul; 76(13):6596-601.

Jiang SC. Human adenoviruses in water: occurrence and health implications: a critical review.
Environ Sci Technol. 2006 Dec; 40(23):7132-40.

Jiang SC, Han J, He JW, Chu W. Evaluation of four cell lines for assays of infectious
adenovirus in water samples. J Water Health. 2009 Dec; 7(4):650-6.

Kageyama T, Kojima S, Shinohara M, Uchida K, Fukushi S, Hoshino FB, et al. Broadly
reactive and highly sensitive assay for Norwalk-like viruses based on real-time quantitative
reverse transcription-PCR. J Clin Microbiol. 2003 Apr; 41(4):1548-57.

Kantola K, Sadeghi M, Antikainen J, Kirveskari J, Delwart E, Hedman K, et al. Real-
time guantitative PCR detection of four human bocaviruses. J Clin Microbiol. 2010 Nov;
48(11):4044-50. Errata em: J Clin Microbiol. 2011 Nov; 49(11):4029.

Kapoor A, Simmonds P, Slikas E, Li L, Bodhidatta L, Sethabutr O, et al. Human bocaviruses
are highly diverse, dispersed, recombination prone, and prevalent in enteric infections. J Infec
Dis. 2010 Jun; 201(11): 1633-43.

Kapoor A, Slikas E, Simmonds P, Chieochansin T, Naeem A, Shaukat S, et al. A newly
identified bocavirus species in human stool. J Infec Dis. 2009 Jan; 199(2): 196-200.

Karst SM. Pathogenesis of noroviruses, emerging RNA viruses. Viruses. 2010 Mar; 2(3):748-
81.

112


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iturriza%20G%C3%B3mara%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12050372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12050372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blome%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12050372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Desselberger%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12050372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gray%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12050372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17180959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17180959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20844210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20844210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kapoor%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20415538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simmonds%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20415538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slikas%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20415538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20415538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bodhidatta%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20415538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sethabutr%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20415538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kapoor%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19072716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slikas%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19072716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simmonds%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19072716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chieochansin%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19072716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naeem%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19072716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shaukat%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19072716

Katayama H, Shimasaki A, Ohgaki S. Development of a virus concentration method and its
application to detection of enterovirus and norwalk virus from coastal seawater. Appl Environ
Microbiol. 2002 Mar; 68(3):1033-9.

Katukiza AY, Ronteltap M, van der Steen P, Foppen JW, Lens PN. Quantification of
microbial risks to human health caused by waterborne viruses and bacteria in an urban slum. J
Appl Microbiol. 2014 Feb; 116(2):447-63.

Keller R, Justino JF, Cassini ST. Assessment of water and seafood microbiology quality in a
mangrove region in Vitéria, Brazil. J Water Health. 2013 Sep; 11(3):573-80.

Khamrin P, Thongprachum A, Shimizu H, Okitsu S, Mizuguchi M, Hayakawa S, et al.
Detection of human bocavirus 1 and 2 from children with acute gastroenteritis in Japan. J
Med Virol. 2012 Jun; 84(6):901-5.

Kitajima M, Gerba CP. Aichi virus 1: environmental occurrence and behavior. Pathogens.
2015 May 19; 4(2):256-68.

Kitajima M, Haramoto E, Phanuwan C, Katayama H. Genotype distribution of human

sapoviruses in wastewater in Japan. Appl Environ Microbiol. 2011a Jun; 77(12):4226-9.

Kitajima M, Haramoto E, Phanuwan C, Katayama H, Ohgaki S. Detection
of genogroup IV norovirus in wastewater and river water in Japan. Lett Appl Microbiol. 2009
Nov; 49(5):655-8.

Kitajima M, Hata A, Yamashita T, Haramoto E, Minagawa H, Katayama H. Development of
a reverse transcription-quantitative PCR system for detection and genotyping of aichi viruses

in clinical and environmental samples. Appl Environ Microbiol. 2013 Jul; 79(13):3952-8.
Kitajima M, lker BC, Rachmadi AT, Haramoto E, Gerba CP. Quantification and genetic

analysis of salivirus/klassevirus in wastewater in Arizona, USA. Food Environ Virol. 2014
Sep; 6(3):213-6.

113


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23981884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23981884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22499013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25996404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21515720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21515720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19780954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19780954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Development+of+a+Reverse+Transcription-Quantitative+PCR+System+for+Detection+and+Genotyping+of+Aichi+Viruses+in+Clinical+and+Environmental+Samples
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24863500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24863500

Kitajima M, Oka T, Haramoto E, Phanuwan C, Takeda N, Katayama K, et al. Genetic
diversity of genogroup IV noroviruses in wastewater in Japan. Lett Appl Microbiol. 2011b
Feb; 52(2):181-4.

Kiulia NM, Hofstra N, Vermeulen LC, Obara MA, Medema G, Rose JB. Global occurrence

and emission of rotaviruses to surface waters. Pathogens. 2015 May; 4(2):229-55.

Kluge M, Fleck JD, Soliman MC, Luz RB, Fabres RB, Comerlato J, et al. Human adenovirus
(HAdV), human enterovirus (hEV), and genogroup A rotavirus (GARV) in tap water in
southern Brazil. J Water Health. 2014 Sep; 12(3):526-32.

Kojima S, Kageyama T, Fukushi S, Hoshino FB, Shinohara M, Uchida K, et al. Genogroup-
specific PCR primers for detection of Norwalk-like viruses. J Virol Methods. 2002 Feb;
100(10-2):107-14.

Koo HL, Neill FH, Estes MK, Munoz FM, Cameron A, Dupont HL, et al. Noroviruses: the
most common pediatric viral enteric pathogen at a largeuniversity hospital after introduction
of rotavirus vaccination. J Pediatric Infect Dis Soc. 2013 Mar; 2(1):57-60.

Kundu A, McBride G, Wuertz S. Adenovirus-associated health risks for recreational activities
in a multi-use coastal watershed based on site-specific quantitative microbial risk assessment.
Water Res. 2013 Oct; 47(16):6309-25.

Kuo HW, Chen LZ, Shih MH. High prevalence of type 41 and high sequence diversity of
partial hexon gene of human adenoviruses in municipal raw sewage and activated sludge. J
Appl Microbiol. 2015 Jul; In press.

La Rosa G, Della Libera S, Petricca S, laconelli M, Donia D, Saccucci P, et al. Genetic
Diversity of Human Adenovirus in Children with Acute Gastroenteritis, Albania, 2013-2015.
Biomed Res Int. 2015; 2015:142912.

La Rosa G, Pourshaban M, laconelli M, Muscillo M. Detection of genogroup IV noroviruses
in environmental and clinical samples and partial sequencing through rapid amplification of
cDNA ends. Arch Virol. 2008; 153(11):2077-83.

114


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21214607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21214607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kundu%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24045212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McBride%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24045212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wuertz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24045212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24045212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuo%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26189615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20LZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26189615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shih%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26189615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26189615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26189615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=La%20Rosa%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26339589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Della%20Libera%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26339589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petricca%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26339589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iaconelli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26339589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Donia%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26339589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saccucci%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26339589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26339589

Lambertini E, Spencer SK, Bertz PD, Loge FJ, Kieke BA, Borchardt MA. Concentration of
enteroviruses, adenoviruses and noroviruses from drinking water with glass wool filters. Appl
Environ Microbiol. 2008 May; 74(10): 2990-6.

Lanata CF, Fischer-Walker CL, Olascoaga AC, Torres CX, Aryee MJ, Black RE, et al. Global
causes of diarrheal disease mortality in children <5 years of age: a systematic review. PL0S
One. 2013 Sep; 8(9):e72788.

Leite JP, Carvalho-Costa FA, Linhares AC. Group A rotavirus genotypes and the ongoing
Brazilian experience: a review. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2008 Dec; 103(8):745-53.

Levican J, Navas E, Orizola J, Avendafio LF, Gaggero A. Human bocavirus in children with
acute gastroenteritis, Chile, 1985-2010. Emerg Infect Dis. 2013 Nov; 19(11):1877-80.

Levy K, Hubbard AE, Eisenberg JN. Seasonality of rotavirus disease in the tropics: a

systematic review and meta-analysis. Int J Epidemiol. 2009 Dec; 38(6):1487-96.

Li D, He M, Jiang SC. Detection of infectious adenoviruses in environmental waters by

fluorescence-activated cell sorting assay. Appl Environ Microbiol. 2010 Mar; 76(5):1442-48.

Linhares AC, Justino MC. Rotavirus vaccination in Brazil: effectiveness and health impact

seven years post-introduction. Expert Rev Vaccines. 2014 Jan; 13(1):43-57.

Liu L,Oza S,Hogan D,Perin J,Rudan I, Lawn JE,et al. Global, regional,
and national causes of child mortality in 2000-13, with projections to inform post-2015

priorities: an updated systematic analysis. Lancet. 2015 Jan; 385(9966):430-40.
Lizasoain A, Tort LF, Garcia M, Gomez MM, Leite JP, Miagostovich MP, et al.
Environmental assessment reveals the presence of MLB-1 human astrovirus in Uruguay. J

Appl Microbiol. 2015 Sep; 119(3):859-67.

Lodder WJ, Rutjes SA, Takumi K, de Roda Husman AM. Aichi virus in sewage and
surface water, the Netherlands. Emerg Infect Dis. 2013 Aug; 19(8):1222-30.

115


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lanata%20CF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fischer-Walker%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olascoaga%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torres%20CX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aryee%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Black%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Child%20Health%20Epidemiology%20Reference%20Group%20of%20the%20World%20Health%20Organization%20and%20UNICEF%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24023773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24023773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19148411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19148411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levican%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24209884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Navas%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24209884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orizola%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24209884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Avenda%C3%B1o%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24209884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaggero%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24209884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levican+bocaviruses
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Linhares%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24308577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Justino%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24308577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24308577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25280870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oza%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25280870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hogan%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25280870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25280870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rudan%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25280870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lawn%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25280870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25280870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lizasoain%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26010679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tort%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26010679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26010679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%B3mez%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26010679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leite%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26010679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miagostovich%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26010679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26010679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26010679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23876456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23876456

Loisy F, Atmar RL, Guillon P, Le Cann P, Pommepuy M, Le Guyader FS. Real-time RT-PCR
for norovirus screening in shellfish. J Virol Methods. 2005 Jan; 123(1):1-7.

Luiz LN, Leite JP, Yokosawa J, Carneiro BM, Pereira Filho E, Oliveira TF, et al. Molecular
characterization of adenoviruses from children presenting with acute respiratory disease in
Uberlandia, Minas Gerais, Brazil, and detection of an isolate genetically related to
feline adenovirus. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2010 Aug; 105(5):712-6.

Macena LSS, Costa RC. A cidade como espaco do risco: estudo em bacias hidrograficas de
Manaus, Amazonas — BR. Revista Geonorte. 2012; Edicéo Especial, 1(4):318-30.

Machdar E,van der Steen NP, Raschid-Sally L, Lens PN. Application of Quantitative
Microbial Risk Assessment to analyze the public health risk from poor drinking waterquality
in a low income area in Accra, Ghana. Sci Total Environ. 2013 Apr; 449:134-42.

Marengo JA, Borma LS, Rodriguez DA, Pinho P, Soares WR, Alves LM. Recent Extremes of
Drought and Flooding in Amazonia: Vulnerabilities and Human Adaptation. Am J Climate
Change. 2013 Jun; 2(2):87-96.

Marengo JA, Tomasella J, Soares WR, Alves LM, Nobre CA. Extreme climatic events in the
Amazon basin. Theor Appl Climatol. 2012 Jan; 107(1-2):73-85.

Marion JW, Lee C, Lee CS, Wang Q, Lemeshow S, Buckley TJ, et al. Integrating bacterial
and viral water quality assessment to predict swimming-associated illness at a freshwater
beach: a cohort study. PL0oS One. 2014 Nov; 9:€112029.

Matthijnssens J, Ciarlet M, McDonald SM, Attoui H, Banyai K, Brister JR, et al. Uniformity
of rotavirus strain nomenclature proposed by the Rotavirus Classification Working Group
(RCWG). Arch Virol. 2011 Aug; 156(8):1397-413.

Matthijnssens J, Ciarlet M, Rahman M, Attoui H, Banyai K, Estes MK, et al.

Recommendations for the classification of group A rotaviruses using all 11 genomic RNA
segments. Arch Virol. 2008; 153(8):1621-9.

116


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luiz%20LN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20835622
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leite%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20835622
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yokosawa%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20835622
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carneiro%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20835622
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pereira%20Filho%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20835622
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20835622
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20835622
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Machdar%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23416990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20der%20Steen%20NP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23416990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raschid-Sally%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23416990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lens%20PN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23416990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23416990
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Jose+Antonio+Marengo%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Javier+Tomasella%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Wagner+R.+Soares%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Lincoln+M.+Alves%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Carlos+A.+Nobre%22
http://link.springer.com/journal/704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18604469
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18604469

Matthijnssens J, Otto PH, Ciarlet M, Desselberger U, Van Ranst M, Johne R. VP6-sequence-
based cutoff values as a criterion for rotavirus species demarcation. Arch Virol. 2012 Jun;
157(6):1177-82.

McQuaig SM, Scott TM, Lukasik JO, Paul JH, Harwood VJ. Quantification of human
polyomaviruses JC Virus and BK Virus by TagMan quantitative PCR and comparison to
other water quality indicators in water and fecal samples. Appl Environ Microbiol. 2009 Jun;
75(11):3379-88.

MDDA (Programa Brasileiro de Monitorizacdo das Doencas Diarreicas Agudas). 2015.

Ministério da Saude, Brasilia, DF.

Mellou K, Katsioulis A, Potamiti-Komi M, Pournaras S, Kyritsi M, Katsiaflaka A, et al. A
large waterborne gastroenteritis outbreak in central Greece, March 2012: challenges for the

investigation and management. Epidemiol Infect. 2014 Jan; 142(10):40-50.

Melo GZS, Costa CA, Santos IGC. Diversidade molecular de rotavirus do grupo A na cidade
de Manaus, Estado do Amazonas, Brasil, 2004 a 2006. Epidemiol Serv Salde. 2013.
22(2):265-72.

Mena KD. Waterborne Viruses: Assessing the Risks. In: Bosch A. Human Viruses in Water.
1.ed. Elsevier; 2007. p.163-75.

Mena KD, Gerba CP. Waterborne Adenovirus. Rev Environ Contam Toxicol. 2009; 198:133-
67.

Messner MJ, Berger P, Nappier SP. Fractional poisson — a simple dose-response model for
human norovirus. Risk Anal. 2014 Oct; 34(10):1820-9.

Miagostovich MP, Ferreira FF, Guimardes FR, Fumian TM, Diniz-Mendes L, Luz SL, et al.
Molecular detection and characterization of gastroenteritis viruses occurring naturally in the
stream waters of Manaus, central Amazonia, Brazil. Appl Environ Microbiol. 2008 Jan;
74(2):375-82.

117


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McQuaig%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19346361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scott%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19346361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lukasik%20JO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19346361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19346361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harwood%20VJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19346361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19346361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mellou%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23632123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katsioulis%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23632123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Potamiti-Komi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23632123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pournaras%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23632123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kyritsi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23632123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katsiaflaka%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23632123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23632123
http://link.springer.com/bookseries/398
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miagostovich%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18065620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20FF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18065620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guimar%C3%A3es%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18065620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fumian%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18065620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diniz-Mendes%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18065620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luz%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18065620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18065620

Ming H-X, Zhu L, Feng J-F, Yang G, Fan J-F. Risk Assessment of Rotavirus Infection in
Surface Seawater from Bohai Bay, China. Human and Ecological Risk Assessment: An
International Journal. 2014; 20(4):929-40.

Moresco V, Viancelli A, Nascimento MA, Souza DS, Ramos AP, Garcia LA, et al.
Microbiological and physicochemical analysis of the coastal waters of southern Brazil. Mar
Pollut Bull. 2012 Jan; 64(1):40-8.

Moyo SJ, Hanevik K, Blomberg B, Kommedal O, Nordbg SA, Maselle S, et al. Prevalence
and molecular characterisation of human adenovirus in diarrhoeic children in Tanzania; a case
control study. BMC Infect Dis. 2014 Dec; 14:666.

Murray TY, Mans J, Taylor MB. First detection of human sapoviruses in river water in South
Africa. Water Sci Technol. 2013; 67(12):2776-83

Muscillo M, Fratini M, Graffeo R, Sanguinetti M, Martella V, Green KY, Della Libera S, La
Rosa G. GIV Noroviruses in Wastewaters and in Stool Specimens from Hospitalized Patients.

Food Environ Virol. 2013 Aug; In press.

Myrmel M, Lange H, Rimstad E. A 1-Year Quantitative Survey of Noro-, Adeno-, Human
Boca-, and Hepatitis E Viruses in Raw and Secondarily Treated Sewage from Two Plants in
Norway. Food Environ Virol. 2015 Sep; 7(3):213-23.

Ngaosuwankul N, Thippornchai N, Yamashita A, Vargas RE, Tunyong W,
Mahakunkijchareon Y, et al. Detection and characterization of enteric viruses in flood water
from the 2011 thai flood. Jpn J Infect Dis. 2013; 66(5):398-403.

Noble RT, Allen SM, Blackwood AD, Chu W, Jiang SC, Lovelace GL, et al. Use of viral
pathogens and indicators to differentiate between human and non-human fecal contamination

in a microbial course tracking comparison study. J Water Health 2003; 1(4):195-207.

Nova Scotia Environment. Developing a Municipal Source Water Protection Plan: A Guide
for Water Utilities and Municipalities Step 3 - Identify Potential Contaminants and Assess
Risk. Water and Wastewater Branch. 20009.

118


http://www.tandfonline.com/loi/bher20?open=20#vol_20
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22104718
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moyo%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25495029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanevik%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25495029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blomberg%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25495029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kommedal%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25495029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nordb%C3%B8%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25495029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maselle%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25495029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Langeland%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25495029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25495029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23787317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23787317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muscillo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23943065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fratini%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23943065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Graffeo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23943065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanguinetti%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23943065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martella%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23943065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Green%20KY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23943065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Della%20Libera%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23943065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=La%20Rosa%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23943065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=La%20Rosa%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23943065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=GIV+noroviruses+in+wastewaters+and+in+stool+specimens+from+hospitalized+patients.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Myrmel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26003323
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lange%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26003323
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rimstad%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26003323
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26003323

Ogorzaly L, Walczak C, Galloux M, Etienne S, Gassilloud B, Cauchie HM. Human
Adenovirus Diversity in Water Samples Using a Next-Generation Amplicon Sequencing

Approach. Food Environ Virol. 2015 Apr; In press.

Oka T, Katayama K, Hansman GS, Kageyama T, Ogawa S, Wu FT, et al.
Detection of human sapovirus by real-time reverse transcription-polymerase chain reaction. J
Med Virol. 2006 Oct; 78(10):1347-53.

Oka T, Mori K, Iritani N, Harada S, Ueki Y, lizuka S, et al. Human sapovirus classification
based on complete capsid nucleotide sequences. Arch Virol. 2012 Feb; 157(2):349-52.

Oliveira A, Mascarenhas JDP, Soares LS, Guerra SFS, Gabbay YB, Sanches N, et al.
Rotavirus serotype distribution in northern Brazil trends over a 27 year period pre and post

national vaccine introduction. Trials in Vaccinology. 2012; 1:4-9.

OMS (Organizacdo Mundial de Sadde - World Health Organization). 2015. [acesso em 2015
Aug 26]. Disponivel em: http://www.who.int/water_sanitation_health/facts_figures/en/

OMS (Organizacdo Mundial de Saude - World Health Organization). Global rotavirus
information and surveillance bulletin. Reporting period: January through December
2010. Vol. 4. Genebra, Suica: Organizacdo Mundial de Saude; 2011a.

OMS (Organizacdo Mundial de Saude - World Health Organization). Guidelines for drinking-
water quality. 4.ed. Genebra, Suica: Organizacdo Mundial de Saude; 2011b.

OMS (Organizacdo Mundial de Saude - World Health Organization). Guidelines for safe
recreational water environments. Vol. 1, Coastal and fresh Waters. 1.ed. Genebra, Suica:

Organizacdo Mundial de Saude; 2003.
OMS (Organizagdo Mundial de Saude - World Health Organization). (WHO/IVB/08.17) -

Manual of rotavirus detection and characterization methods, 2009. Immunization, VVaccines

and Biologicals. Genebra, Suiga: Organiza¢do Mundial de Saude; 2009.

119


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ogorzaly%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25917314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walczak%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25917314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galloux%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25917314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Etienne%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25917314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gassilloud%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25917314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cauchie%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25917314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25917314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16927293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22075918
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22075918
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1879437811000040
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1879437811000040
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1879437811000040
http://www.who.int/water_sanitation_health/facts_figures/en/

Osborne CM, Montano  AC, Robinson CC, Schultz-Cherry S, Dominguez SR. Viral
gastroenteritis in children in Colorado 2006-2009. J Med Virol. 2015 Jun; 87(6):931-9.

Osuolale O, Okoh A. Incidence of human adenoviruses and Hepatitis A virus in the final
effluent of selected wastewater treatment plants in Eastern Cape Province, South Africa. Virol
J. 2015 Jun; 12:98.

Pal A, Sirota L, Maudru T, Peden K, Lewis AM. Real-time PCR assays for the detection of
virus-specific DNA in simples with mixed populations of polyomaviruses. J Virol Methods.
2006 Jul; 135(1):32-42.

Patel MM, Widdowson MA, Glass RI, Akazawa K, Vinje J, Parashar UD. Systematic
literature review of role of noroviruses in sporadic gastroenteritis. Emerg Infect Dis. 2008
Aug; 14(8):1224-31.

PATH (Program for Appropriate Technology in Health). 2015. [acesso em 2015 Aug 26].
Disponivel em: http://sites.path.org/rotavirusvaccine/files/2015/04/PATH-Worldwide-
Rotavirus-Vaccine-Introduction-Map-geo-2015.04.01.jpg

Pavesi A. Utility of JC polyomavirus in tracing the pattern of human migrations dating to
prehistoric times. J Gen Virol. 2005 May; 86(Pt 5):1315-26.

Payment P, Locas A. Pathogens in water: value and limits of correlation with microbial
indicators. Ground Water. 2011 Jan-Feb; 49(1):4-11.

Payne DC, Vinjé J, Szilagyi PG, Edwards KM, Staat MA, Weinberg GA, et al. Norovirus and
medically attended gastroenteritis in U.S. children. N Engl J Med. 2013 Mar; 368(12):1121-
30.

Phanuwan C, Takizawa S, Oguma K, Katayama H, Yunika A, Ohgaki S. Monitoring of

human enteric viruses and coliform bacteria in waters after urban flood in Jakarta, Indonesia.
Water Sci Technol. 2006; 54(3):203-10.

120


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osborne%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25776578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Montano%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25776578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robinson%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25776578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schultz-Cherry%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25776578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dominguez%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25776578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osborne+sapovirus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osuolale%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26104284
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okoh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26104284
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26104284
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26104284
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pavesi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15831942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15831942

Pina S, Puig M, Lucena F, Jofre J, Girones R. Viral pollution in the environment and in
shellfish: human adenovirus detection by PCR as an index of human viruses. Appl Environ
Microbiol. 1998 Sep; 64(9):3376-82.

Portal Amazbnia. 2012. [acesso em 2012 Jun 20]. Disponivel em:
http://www.portalamazonia.com.br/editoria/cidades/doencas-diarreicas-sao-principal-

problema-de-saude-em-areas-alagadas-em-manaus/

Porto de Manaus. 2015. [acesso em 2015 May 10]. Disponivel em:

http://www.portodemanaus.com.br/?pagina=niveis-maximo-minimo-do-rio-negro

Prado T, Silva DM, Guilayn WC, Rose TL, Gaspar AM, Miagostovich MP. Quantification
and molecular characterization of enteric viruses detected in effluents from two hospital
wastewater treatment plants. Water Res. 2011 Jan; 45(3):1287-97

Prevost B, Lucas FS, Goncalves A, Richard F, Moulin L, Wurtzer S. Large scale survey of
enteric viruses in river and waste water underlines the health status of the local population.
Environ Int. 2015 Jun; 79:42-50.

Prez VE, Gil Pl, Temprana CF, Cuadrado PR, Martinez LC, Giordano MO, et al.
Quantification of human infection risk caused by rotavirus in surface waters from
Cordoba, Argentina. Sci Total Environ. 2015 Aug; 538:220-9.

Pringle K, Lopman B, Vega E, Vinje J, Parashar UD, Hall AJ. Noroviruses: epidemiology,
immunity and prospects for prevention. Future Microbiol. 2015; 10(1):53-67.

Projeto GEO cidades: Relatério Ambiental Urbano Integrado: informe GEO: Rio de Janeiro/
Coordenacdo: Samyra Crespo, Ana Lucia Nadalutti La Rovere. Rio de Janeiro: Consoércio
Parceria 21; 2002. p.193.

PROSAMIM — RIMA (Programa Social e Ambiental dos Igarapés de Manaus. Relatério de

Impacto Ambiental — RIMA). Manaus, lgarapé do Educandos. Governo do Estado do

Amazonas, Secretaria de Estado de Infra-estrutura e Concremat Engenharia; 2004. p.140.

121


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9726885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9726885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prado%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21040941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21040941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guilayn%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21040941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rose%20TL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21040941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaspar%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21040941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miagostovich%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21040941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21040941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prevost%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25795193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lucas%20FS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25795193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goncalves%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25795193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richard%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25795193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moulin%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25795193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wurtzer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25795193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25795193

PROSAMIM (Programa Social e Ambiental dos lIgarapés de Manaus). PROGRAMA
AMBIENTAL E SOCIAL DOS IGARAPES DE MANAUS (PROSAMIM I11). Relatorio de
Gestdao Ambiental e Social - RGAS. Luis Fernando Galli; 2011.

PROSAMIM Il — RIMA (Programa Social e Ambiental dos Igarapés de Manaus) — lgarapé
Sd0 Raimundo Projeto Executivo. Igarapé Sdo Raimundo, RIMA - Relatorio de Impacto
Ambiental - REV. 01. Governo do Estado do Amazonas, Secretaria de Estado de Infra-
estrutura, Unidade de Gerenciamento de Programa Social e Ambiental dos lIgarapés de
Manaus (UGPI) e Concremat Engenharia; 2012. p.326.

Pusch D, Oh DY, Wolf S, Dumke R, Schroter-Bobsin U, Hohne M, et al. Detection of enteric
viruses and bacterial indicators in German environmental waters. Arch Virol. 2005 May;
150(5):929-47.

Raboni SM, Damasio GA, Ferreira CE, Pereira LA, Nogueira MB, Vidal LR, et al. Acute
gastroenteritis and enteric viruses in hospitalised children in southern Brazil: aetiology,
seasonality and clinical outcomes. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2014 Jul; 109(4):428-35.

Reuter G, Boros A, Pankovics P. Kobuviruses - a comprehensive review. Rev Med Virol.
2011 Jan; 21(1):32-41.

Robaina TF, Mendes GS, Benati FJ, Pena GA, Silva RC, Montes MA, et al. Shedding of
polyomavirus in the saliva of immunocompetent individuals. J Med Virol. 2013 Jan;
85(1):144-8.

Rodriguez-Diaz J, Querales L, Caraballo L, Vizzi E, Liprandi F, Takiff H, et al. Detection and
characterization of waterborne gastroenteritis viruses in urban sewage and sewage-polluted

river waters in Caracas, Venezuela. Appl Environ Microbiol. 2009 Jan; 75(2):387-94.
Rodriguez-Lazaro D, Cook N, Ruggeri FM, Sellwood J, Nasser A, Nascimento MS, et al.

Virus hazards from food, water and other contaminated environments. FEMS Microbiol Rev.
2012 Jul; 36(4):786-814.

122


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pusch%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15645371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oh%20DY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15645371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wolf%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15645371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dumke%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15645371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schr%C3%B6ter-Bobsin%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15645371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%B6hne%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15645371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15645371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raboni%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25075782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Damasio%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25075782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25075782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pereira%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25075782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nogueira%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25075782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vidal%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25075782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25075782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21294214
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robaina%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23154878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendes%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23154878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benati%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23154878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pena%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23154878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23154878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Montes%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23154878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23154878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodr%C3%ADguez-D%C3%ADaz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Querales%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caraballo%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vizzi%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liprandi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takiff%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19028907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodr%C3%ADguez-L%C3%A1zaro%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22091646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cook%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22091646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ruggeri%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22091646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sellwood%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22091646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nasser%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22091646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nascimento%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22091646

Rohayem J. Norovirus seasonality and the potential impact of climate change. Clin Microbiol
Infect. 2009 Jun; 15(6):524-7.

Rohayem J, Dumke R, Jaeger K, Schroter-Bobsin U, Mogel M, Kruse A, et al. Assessing the
risk of transmission of viral diseases in flooded areas: viral load of the River Elbe in Dresden
during the flood of August 2002. Intervirology. 2006; 49(6):370-6.

Romani S, Mohebbi SR, Khanyaghma M, Azimzadeh P, Bozorgi SM, Damavand B, et al.
Detection of human Bocavirus1, 2 and 3 from patients with acute gastroenteritis.
Gastroenterol Hepatol Bed Bench. 2013; 6(Suppl 1):S77-81.

Roslev P, Bukh AS. State of the art molecular markers for fecal pollution source tracking in
water. Appl Microbiol Biotechnol. 2011 Mar; 89(5):1341-55

Rusifiol M, Carratala A, Hundesa A, Bach A, Kern A, Vantarakis A, et al. Description of
a novel viral tool to identify and quantify ovine faecal pollution in the environment. Sci Total
Environ. 2013 Aug; 458-460:355-60.

Rusifiol M, Fernandez-Cassi X, Hundesa A, Vieira C, Kern A, Eriksson I, et al. Application
of human and animal viral microbial source tracking tools in fresh and marine waters from
five different geographical areas. Water Res. 2014 Aug; 59:119-29.

Rutjes SA, Lodder WJ, van Leeuwen AD, de Roda Husman AM. Detection of infectious
rotavirus in naturally contaminated source waters for drinking water production. J Appl
Microbiol. 2009 Jul; 107(1):97-105.

Rutjes SA, van den Berg HH, Lodder WJ, de Roda Husman AM. Real-time detection of
noroviruses in surface water by use of a broadly reactive nucleic acid sequence-based
amplification assay. Appl Environ Microbiol. 2006 Aug; 72(8):5349-58.

Sano D, Pérez-Sautu U, Guix S, Pintd RM, Miura T, Okabe S, et al. Quantification and

genotyping of human sapoviruses in the Llobregat river catchment, Spain. Appl Environ
Microbiol. 2011 Feb; 77(3):1111-4.

123


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rohayem%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16926550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dumke%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16926550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jaeger%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16926550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schr%C3%B6ter-Bobsin%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16926550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mogel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16926550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kruse%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16926550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16926550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Romani%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24834292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohebbi%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24834292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khanyaghma%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24834292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Azimzadeh%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24834292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bozorgi%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24834292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Damavand%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24834292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Romani+bocaviruses
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roslev%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21210102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bukh%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21210102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21210102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rusi%C3%B1ol%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23672793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carratal%C3%A0%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23672793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hundesa%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23672793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bach%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23672793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kern%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23672793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vantarakis%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23672793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Description+of+a+novel+viral+tool+to+identify+and+quantify+ovine+faecal+polluion+in+the+environment
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Description+of+a+novel+viral+tool+to+identify+and+quantify+ovine+faecal+polluion+in+the+environment
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24793110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24793110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24793110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rutjes%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19302334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lodder%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19302334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Leeuwen%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19302334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Roda%20Husman%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19302334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19302334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19302334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rutjes%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16885286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20den%20Berg%20HH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16885286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lodder%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16885286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Roda%20Husman%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16885286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21148702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21148702

Santos N, Mendes GS, Silva RC, Pena GA, Rojas M, Amorim AR, et al. Salivirus
and aichivirus A infections in children with gastroenteritis in Brazil. Clin Microbiol
Infect. 2015 Aug; 21(8):799.e1-3.

Satyamurty P, Costa CPW, Manzi AO, Candido LA. A quick look at the 2012 record flood in
the Amazon Basin. Geophys Res Lett. 2013 Apr; 40(7):1396-401.

Schets FM, Schijven JF, de Roda Husman AM. Exposure assessment for swimmers in bathing
waters and swimming pools. Water Res. 2011 Mar; 45(7): 2392-2400.

Schill WB, Mathes MV. Real-time PCR detection and quantification of nine potential sources
of fecal contamination by analysis of mitochondrial cytochrome b targets. Environ Sci
Technol. 2008 Jul; 42(14):5229-34.

Schmid D, Lederer I, Much P, Pichler AM, Allerberger F. Outbreak of norovirus infection
associated with contaminated flood water, Salzburg, 2005. Euro Surveill. 2005 Jun;
10(6):E050616.3.

Schnitzler J, Benzler J, Altmann D, Micke |, Krause G. Survey on the population's needs and
the public health response during floods in Germany 2002. J Public Health Manag Pract. 2007
Sep-Oct; 13(5):461-4.

Schwartz BS, Harris JB, Khan Al, Larocque RC, Sack DA, Malek MA, et al. Diarrheal
epidemics in Dhaka, Bagladesh, during three consecutive floods: 1988, 1998, and 2004. Am J
Trop Med Hyg. 2006 Jun; 74(6):1067-73.

Scott TM, Jenkins TM, Lukasik J, Rose JB. Potential use of a host associated molecular
marker in Enterococcus faecium as an index of human fecal pollution. Environ Sci

Technol. 2005 Jan; 39(1):283-7.

Scott TM, Rose JB, Jenkins TM, Farrah SR, Lukasik J. Microbial source tracking: current
methodology and future directions. Appl Environ Microbiol. 2002 Dec; 68(12):5796-803.

124


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendes%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pena%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rojas%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amorim%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25889358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos+aichivirus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos+aichivirus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21371734
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21371734
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schill%20WB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18754373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mathes%20MV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18754373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18754373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18754373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schnitzler%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17762689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benzler%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17762689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Altmann%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17762689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%BCcke%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17762689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krause%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17762689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?cmd=Search&doptcmdl=Citation&defaultField=Title%20Word&term=Schnitzler%5Bauthor%5D%20AND%20Survey%20on%20the%20Population%27s%20Needs%20and%20the%20Public%20Health%20Response%20During%20Floods%20in%20Germany%202002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scott%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15667106
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jenkins%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15667106
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lukasik%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15667106
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rose%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15667106
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scott+TM%2C+Jenkins+TM%2C+Lukasik+J%2C+Rose+JB.+Potential+use+of+a+host+associated+molecular+marker+in+Enterococcus+faecium+as+an+index+of+human+fecal+pollution.+Environ+Sci+Technol+2005%3B39%3A283%E2%80%937.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scott+TM%2C+Jenkins+TM%2C+Lukasik+J%2C+Rose+JB.+Potential+use+of+a+host+associated+molecular+marker+in+Enterococcus+faecium+as+an+index+of+human+fecal+pollution.+Environ+Sci+Technol+2005%3B39%3A283%E2%80%937.

Shan T, Wang C, Cui L, Yu Y, Delwart E, Zhao W, et al. Picornavirus salivirus/klassevirus in
children with diarrhea, China. Emerg Infect Dis. 2010 Aug;16(8):1303-5.

Silva GS, Bisinoti MC, Fadini PS, Magarelli G, Jardim WF, Fostier AH. Major aspects of the
mercury cycle in the Negro River Basin, Amazon. J Braz Chem Soc. 2009; 20(6): 1127-34.

Silva HD, Garcia-Zapata MTA, Anunciacdo CE. Why the Use of Adenoviruses as Water
Quality Virologic Marker?. Food Environ Virol. 2011 Dec; 3:138-40.

Sinclair RS, Jones EL, Gerba CP. Viruses in recreational water-borne disease outbreaks: a
review. J. Appl. Microbiol. 2009 Dec; 107(6):1769-80.

Smith A, Reacher M, Smerdon W, Adak GK, Nichols G, Chalmers RM. Outbreaks
of waterborne infectious intestinal disease in England and Wales, 1992-2003. Epidemiol
Infect. 2006 Dec; 134(6):1141-9.

SNIS (Sistema Nacional de Informacgdes sobre Saneamento: Diagnéstico dos Servicos de
Agua e Esgotos) — 2013. Brasilia: SNSA/MCIDADES; 2014. p.181.

Soares LdaS, Lobo PdosS, Mascarenhas JD, Neri DL, Guerra SdeF, de Oliveira AdoS, et al.
Identification of lineage Il of G12 rotavirus strains in diarrheic children in the Northern
Region of Brazil between 2008 and 2010. 2012 Jan; 157(1):135-9.

Sobsey MD, Dean CH, Knuckles ME, Wagner RA. Interactions and Survival of Enteric
Viruses in Soil Materials. Appl Environ Microbiol. 1980 Jul; 40(1):92-101.

Soller JA, Bartrand T, Ashbolt NJ, Ravenscroft J, Wade TJ. Estimating the primary etiologic
agents in recreational freshwaters impacted by human sources od faecal contamination. Water

Res. 2010 Sep; 44(16):4736-47.

Stoeckel DM, Harwood VJ. Performance, design, and analysis in microbial source tracking
studies. Appl Environ Microbiol. 2007 Apr; 73(8):2405-15.

125


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shan%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20678331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20678331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cui%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20678331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20678331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delwart%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20678331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20678331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=SHan+klassevirus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16690002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reacher%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16690002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smerdon%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16690002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adak%20GK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16690002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nichols%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16690002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chalmers%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16690002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16690002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16690002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sobsey%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6250478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dean%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6250478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Knuckles%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6250478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wagner%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6250478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Interactions+and+Survival+of+Enteric+Viruses+in+Soil+Materials

Stoeckel DM, Mathes MV, Hyer KE, Hagedorn C, Kator H, Lukasik J, et al. Comparison of
seven protocols to identify fecal contamination sources using Escherichia coli. Environ Sci
Technol. 2004 Nov; 38(22):6109-17.

Teunis PF, Moe CL, Liu P, Miller SE, Lindesmith L, Baric RS, et al. Norwalk virus: how
infectious is it? J Med Virol. 2008 Aug; 80(8):1468-76.

Teunis PF, Rutjes SA, Westrell T,de Roda Husman AM. Characterization of drinking
water treatment for virus risk assessment. Water Res. 2009 Feb; 43(2):395-404.

Thongprachum A, Takanashi S, Kalesaran AF, Okitsu S, Mizuguchi M, Hayakawa S, et al.
Four-year study of viruses that cause diarrhea in Japanese pediatric outpatients. J Med
Virol. 2015 Jul; 87(7):1141-8.

Trujillo AA, McCaustland KA, Zheng DP, Hadley LA, Vaughn G, Adams SM, et al. Use of
TagMan real-time reverse transcription-PCR for rapid detection, quantification, and typing of
norovirus. J Clin Microbiol. 2006 Apr; 44(4):1405-12.

Tse H, Lau SK, Chan WM, Choi GK, Woo PC, Yuen KY. Complete genome sequences of
novel canine noroviruses in Hong Kong. J Virol. 2012 Sep; 86(17):9531-2.

USEPA (U.S. Environmental Protection Agency - Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana). Contaminant Candidate List 1 - CCL 1. 1998. [acesso em 2015 Aug 26].
Disponivel em: http://www2.epa.gov/ccl/contaminant-candidate-list-1-ccl-1

USEPA (U.S. Environmental Protection Agency - Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana). Exposure factors handbook: 2011 edition. EPA/600/R-09/052F. 2011.

USEPA (U.S. Environmental Protection Agency - Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana). Microbiological Risk Assessment (MRA) Tools, Methods, and Approaches for
Water Media December 2014. Office of Science and Technology. Office of Water U.S.
Environmental Protection Agency. EPA-820-R-14-009 Washington, DC 20460. 2014.

126


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Teunis%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18551613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moe%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18551613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18551613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18551613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lindesmith%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18551613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baric%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18551613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18551613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Teunis%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19036398
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rutjes%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19036398
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Westrell%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19036398
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Roda%20Husman%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19036398
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19036398
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thongprachum%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25881021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takanashi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25881021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalesaran%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25881021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okitsu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25881021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mizuguchi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25881021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hayakawa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25881021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ushijima%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25881021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25881021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25881021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trujillo%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16597869
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCaustland%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16597869
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zheng%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16597869
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hadley%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16597869
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vaughn%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16597869
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adams%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16597869

USEPA (U.S. Environmental Protection Agency - Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana). Recreational Water Quality Criteria. Office of Water 820-F-12-058. 2012.
[acesso em 2015 Aug 26]. Disponivel em:
http://water.epa.gov/scitech/swguidance/standards/criteria/health/recreation/upload/RWQC20
12.pdf

van Heerden J, Ehlers MM, Heim A, Grabow WO. Prevalence, quantification and typing of
adenoviruses detected in river and treated drinking water in South Africa. J Appl
Microbiol. 2005; 99(2):234-42.

Victoria M, Fumian TM, Rocha MS, Dalmao F, Leite JP, Girones R, et al. Gastroenteric virus
dissemination and influence of rainfall events in urban beaches in Brazil. J Appl Microbiol.
2014a Oct; 117(4):1210-8.

Victoria M, Rigotto C, Moresco V, de Abreu Corréa A, Kolesnikovas C, Leite JP, et al.
Assessment of norovirus contamination in environmental samples from Floriandpolis City,
Southern Brazil. J Appl Microbiol. 2010 Jul; 109(1):231-8.

Victoria M, Tort LF, Garcia M, Lizasoain A, Maya L, Leite JP, et al. Assessment of
gastroenteric viruses from wastewater directly discharged into Uruguay River, Uruguay. Food
Environ Virol. 2014b Jun; 6(2):116-24.

Vieira CB, Mendes AC, Guimardes FR, Fumian TM, Leite JP, Gaspar AM, et al. Detection of
enteric viruses in recreational waters of an urban lagoon in the city of Rio de Janeiro, Brazil.
Mem Inst Oswaldo Cruz. 2012 Sep; 107(6):778-84.

Villar JCE, Ronchail J, Guyot JL, Cochonneau G, Filizola N, Waldo L, et al. Spatio-temporal
rainfall variability in the Amazon basin countries (Brazil, Peru, Bolivia, Colombia, and
Ecuador). Int J Climatol. 2009 Sep; 29(11):1574-94.

Villena C, Gabrieli R, Pint6 RM, Guix S, Donia D, Buonomo E, et al. A large infantile

gastroenteritis outbreak in Albania caused by multiple emerging rotavirus genotypes.
Epidemiol Infect. 2003 Dec; 131(3):1105-10.

127


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Heerden%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16033453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ehlers%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16033453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heim%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16033453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grabow%20WO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16033453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16033453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16033453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24980661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24980661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20059621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20059621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Victoria%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24777819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tort%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24777819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24777819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lizasoain%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24777819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maya%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24777819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leite%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24777819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24777819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24777819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22990969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22990969
http://www.citeulike.org/user/thiagosannafsilva/author/Villar:JCE
http://www.citeulike.org/user/thiagosannafsilva/author/Ronchail:J
http://www.citeulike.org/user/thiagosannafsilva/author/Guyot:JL
http://www.citeulike.org/user/thiagosannafsilva/author/Cochonneau:G
http://www.citeulike.org/user/thiagosannafsilva/author/Naziano:F
http://www.citeulike.org/user/thiagosannafsilva/author/Lavado:W
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2870059/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2870059/

Vinjé J. Advances in laboratory methods for detection and typing of norovirus. J Clin
Microbiol. 2015 Feb; 53(2):373-81.

Vinjé J, Koopmans MP. Simultaneous detection and genotyping of “Norwalk-like viruses” by
oligonucleotide array in a reverse line blot hybridization format. J Clin Microbiol. 2000 Jul;
38(7):2595-601.

Xavier MdaP, Carvalho Costa FA, Rocha MS, Andrade JdaS, Diniz FK, Andrade TR.
Surveillance of Human Astrovirus Infection in Brazil: The First Report of MLB1 Astrovirus.
PloS One. 2015 Aug; 10(8):e0135687.

Xavier MP, Oliveira SA, Ferreira MS, Victoria M, Miranda V, Silva MF, et al. Detection of
caliciviruses associated with acute infantile gastroenteritis in Salvador, an urban center in
NortheastBrazil. Braz J Med Biol Res. 2009 May; 42(5):438-44.

Wade TJ, Pai N, Eisenberg JN, Colford JM Jr. Do U.S. Environmental Protection Agency
water quality guidelines for recreational waters prevent gastrointestinal illness? A systematic

review and meta-analysis. Environ Health Perspect. 2003 Jun; 111(8):1102-9.

Wakuda M, Ide T, Sasaki J, Komoto S, Ishii J, Sanekata T, et al. Porcine rotavirus closely
related to novel group of human rotaviruses. Emerg Infect Dis. 2011 Aug; 17(8):1491-3.

Wang G, Shen Z, Qian F, Li Y, Yuan Z, Zhang J. Genetic diversity of sapovirus in non-
hospitalized adults with sporadic cases of acute gastroenteritis in Shanghai, China. J Clin
Virol. 2014 Apr; 59(4):250-4.

Ward RL, Bernstein DI, Young EC, Sherwood JR, Knowlton DR, Schiff GM. Human
rotavirus studies in volunteers: determination of infectious dose and serological response to

infection. J Infect Dis. 1986 Nov; 154(5):871-80.

Wolf S, Hewitt J, Greening GE. Viral multiplex quantitative PCR assays for tracking sources
of fecal contamination. Appl Environ Microbiol. 2010 Mar; 76(5):1388-91.

128


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xavier%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19377793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19377793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19377793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Victoria%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19377793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miranda%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19377793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19377793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=xavier+brazil+sapovirus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24507803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24507803

Wong K, Fong TT, Bibby K, Molina M. Application of enteric viruses for fecal pollution

source tracking in environmental waters. Environ Int. 2012a Sep; 45:151-64.

Wong K, Mukherjee B, Kahler AM, Zepp R, Molina M. Influence of inorganic ions
on aggregation and adsorption behaviors of human adenovirus. Environ Sci Technol. 2012b
Oct; 46(20):11145-53.

Wong K, Xagoraraki I. Evaluating the prevalence and genetic diversity of adenovirus and
poyomavirus in bovine waste for microbial source tracking. Appl Microbiol Biotechnol. 2011
May; 90(4):1521-6.

Wong K, Xagoraraki I. Quantitative PCR assays to survey the bovine adenovirus levels in
environmental samples. J Appl Microbiol. 2010 Aug; 109(2):605-12.

Wong M, Kumar L, Jenkins TM, Xagoraraki I, Phanikumar MS, Rose JB. Evaluation of
public health risks at recreational beaches in Lake Michigan via detection of enteric viruses
and human-specific bacteriological marker. Water Res. 2009 Mar; 43(4):1137-49.

Wyer MD, Wyn-Jones AP, Kay D, Au-Yeung HK, Gironés R, Lopez-Pila J, et al.
Relationships between human adenoviruses and faecal indicator organisms in European
recreational waters. Water Res. 2012 Sep; 46(13):4130-41.

Wyn-Jones P. The Detection of Waterborne Viruses. In: Bosch A. Human Viruses in Water.
1.ed. Elsevier; 2007. p.177-204.

Zeng SQ, Halkosalo A, Salminen M, Szakal ED, Puustinen L, Vesikari T. One-step

guantitative RT-PCR for the detection of rotavirus in acute gastroenteritis. J Virol Methods.
2008 Nov; 153(2): 238-40.

129


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22537583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fong%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22537583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bibby%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22537583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molina%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22537583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22537583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22950445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mukherjee%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22950445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kahler%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22950445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zepp%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22950445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molina%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22950445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22950445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22633054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22633054

10. ANEXOS

Anexo 1. Condicdes da reacao de Transcricdo Reversa (RT) para obtencédo de cDNA

Adicionou-se 2 pL de dimetil sulféxido (DMSO) (SIGMA®) a 10 puL de RNA
extraido, que foram entdo incubados a 97 °C por sete minutos, seguido de banho de gelo por
dois minutos. Em seguida, 38 uL da mistura de reagentes (Quadro 10.1) foram adicionados ao
tubo contendo 0 RNA. O volume total foi entdo submetido a RT, que consistiu em 25 °C por
cinco minutos, 50 °C por uma hora e 70 °C por 20 min. O cDNA foi estocado a -20 °C até o

momento da PCR.

Quadro 10.1. Reagentes utilizados na reagdo de Transcrigdo Reversa (RT) para a
obtencao de DNA complementar (cDNA) a partir do RNA viral extraido.

Reagente (concentracéo) Volume (uL)
“H,O DNAase / RNAase livre 20,9
“Tampao de PCR sem MgCl; (10 X) 5,0
“dXTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (2,5 mM) 4,0
“MgCl (50 mM) 1,5
“RT Superscript 111™ (200 U/uL) 1,0
“Random primer (25 U) 4,0
"DTT (100 mM) 1,0
“RNAse Out (40 U/uL) 0,6
Total 38,0

“Invitrogen - Life Technologies, Carlshad, CA, EUA
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Anexo 2. Condic¢des das reacdes de PCR quantitativa (QPCR) para deteccdo e quantificacdo de adenovirus humano (HAdV),
poliomavirus JC (JCPyV), rotavirus grupo A (RVA), norovirus genogrupo Il (NoV GIlI), astrovirus humano (HAstV),
norovirus genogrupo IV (NoV GIlV), sapovirus (SaV), bocavirus humano (HBoV), klassevirus (KV), aichivirus (AiV),

adenovirus suino (PAdV) e poliomavirus bovino (BPyV)

Os reagentes e volumes de DNA, cDNA e RNA e as condicGes das reacdes dos protocolos de gPCR para detec¢do dos virus

estudados nesta tese estdo descritos nos Quadros 10.2, 10.3 e 10.4.

Quadro 10.2. Reagentes utilizados na PCR quantitativa (qQPCR) para deteccéo e quantificacdo de adenovirus humano (HAdV),
poliomavirus JC (JCPyV), rotavirus grupo A (RVA), astrovirus humano (HAstV), klassevirus (KV), aichivirus (AiV),

adenovirus suino (PAdV) e poliomavirus bovino (BPyV).

HAdV, PAdV JCPyV, BPyV RVA, KV, AiV HAstV
Reagentes Concentracéo Volume Concentragéo Volume Reagentes Concentragéo Volume Concentragéo Volume
(ML) (ML) (ML) (HL)
*PCR  Master PCR  Master
Mix 2X 12,5 2X 12,5 Mix 2X 12,5 2X 12,5
*1H,0
DNAase /
*1Primer F 22,5 uM 1,0 10 uM 1,0 RNAase livre 5,0 3.9
*1Primer R 22,5 uM 1,0 10 uM 1,0 Primer F 10 uM 1,0 10 uM 1,5
*Sonda 11,25 uM 0,5 6 pM 0,5 Primer R 10 uM 1,0 10 uM 15
Total mix 15,0 15,0 Sonda 10 uM 0,5 10 uM 0,6
DNA 10,0 10,0 Total mix 20,0 20,0
cDNA 5,0 5,0
*Applied Biosystems, Foster City, California, EUA; "Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA.




Quadro 10.3. Reagentes utilizados na PCR quantitativa (QPCR) para deteccdo e quantificacdo de norovirus genogrupos Il
(NoV GIlI) e IV (NoV GIV) e sapovirus (SaV).

NoV GlI NoV GIV SaVv
y Volume y Volume ; Volume
Reagentes Concentragao Reagentes Concentracao Reagentes Concentracao
(ML) (L) (ML)

- 5X 5,0 PCR Master Mix | 2 X 12,5 PCR Master Mix | 2 X 12,5

Mix Ultrasense

H.O DNAase / H.O DNAase/

*1

H:0 DNAase / 11,0 RNAase livre 45 RNAase livre 2,5
RNAase livre
“Iprimer E 12,5 uM 1,0 Primer F 10 uM 1,0 3 Primer F 10 uM 1,0 de cada
“1primer R 22,5 uM 1,0 Primer R 10 uM 1,0 Primer R 10 uM 1,0
*Sonda 25 uM 0,25 Sonda 10 uM 1,0 2 Sondas 10 pM 0,5 de cada
“1Rox 50 X 0,5 Total mix 20,0 Total mix 20,0
“IMix da enzima 1,25 cDNA 5,0 cDNA 5,0
Total mix 20,0
RNA 50

“Applied Biosystems, Foster City, California, EUA; "Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA.
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Quadro 10.4. Condigdes das reacbes de PCR quantitativa (QPCR) para deteccdo e quantificacdo de adenovirus humano
(HAdV), poliomavirus JC (JCPyV), rotavirus grupo A (RVA), norovirus genogrupo Il (NoV Gll), astrovirus humano (HAstV),
norovirus genogrupo IV (NoV GI1V), sapovirus (SaV), bocavirus humano (HBoV), klassevirus (KV), aichivirus (AiV),

adenovirus suino (PAdV) e poliomavirus bovino (BPyV).

10 min 95 °C 1h 55°C 10 min 95°C 10 min 95°C
40x } 155eg 95°C | 5min 95°C 45x } 1556 95 °C | 45x } 15 seg 94 °C
1min60°C |40x ) 15seg95°C 1 min 55°C 1 min 60 °C

1 min 60°C

1 min 65°C

10 min 95 °C 10 min 95°C 15 min 95°C 10 min 95°C

45x ) 15seg95°C | 45x } 15 seq 95 °C | 45x } 15 seq 94 °C | 45x } 15 seg 95 °C
20seg 55°C 30 seg 60 °C 1 min 62 °C 1 min 58 °C
20 seg 60 °C
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Anexo 3. Condicdes das Reacoes em Cadeia Pela Polimerase (PCR) para caracterizagao

viral

Adenovirus Humano (HAdV)

Para HAdV, a caracterizacao foi realizada pela amplificacdo por PCR e sequenciamento
de parte do gene que codifica o hexon destes virus (Tabela 4.4).

Foram adicionados 10 puL do DNA a mistura de reagentes descrita no Quadro 10.5. A
reacdo de amplificagdo consistiu em desnaturacdo do DNA a 94 °C por 5 minutos e 35 ciclos de
desnaturacdo dos amplicons a 94 °C por 30 seg, hibridacdo dos iniciadores a 55 °C por 30 seg e
extensdo a 72 °C por 1 min. Ao final, foi realizada uma extensdo a 72 °C por 5 min. Os produtos

obtidos foram analisados em gel de agarose 1,5 % (item 4.5.5.1).

Quadro 10.5. Reagentes utilizados na Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para

caracterizacdo molecular dos adenovirus humanos (HAdV).

Reagentes (Concentracéo) Volume (uL)
“H.0 DNAase/RNAase livre 27,7
“dXTP (dCTP, dTTP, dATP, dGTP) (20 uM) 4,0
“Tampao de PCR sem MgCl; (10 X) 5,0
"MgClz (50 mM) 1,0

“Hex 1/ Hex 2 (25 uM) 1,0 de cada

“Taq Polimerase Platinum (5 U/uL ) 0,3
Total 40,0

“Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA;

Rotavirus grupo A (RVA)

Os RVA foram classificados binariamente pela amplificacdo parcial dos segmentos que
codificam para as proteinas VP4 e VP7, o que permite a genotipagem por tamanho do fragmento
amplificado, e também pela amplificagdo e sequenciamento de parte do fragmento que codifica a
proteina VP6 (Tabela 4.4).
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A caracterizacdo por VP4 e VP7 consistiu em uma semi-nested PCR. Para o PCR, foram
adicionados 2,5 pL do cDNA a mistura de reagentes descrita no Quadro 10.6. A reacdo de
amplificacdo consistiu em desnaturacdo do cDNA a 94 °C por 2 min e 35 ciclos de desnaturagédo
dos amplicons a 94 °C por 30 seg, hibridacéo dos iniciadores a 50 °C por 30 seg e extensdo a 72
°C por 1 min. Ao final, foi realizada uma extenséo a 72 °C por 10 min.

Quadro 10.6. Reagentes utilizados na Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para

classificacdo binaria de rotavirus grupo A (RVA) em genétipos G e P.

Reagentes (Concentracéo) Volume (uL)

“H20 DNAase/RNAase livre 15,625
*dXTP (dCTP, dTTP, dATP, dGTP) (20uM) 2,0
“Tampao de PCR sem MgCl, (10X) 2,5
*MgCl. (50mM) 1,25

“9con1/9con2 (G) ou 4con2/4con3 (P) (20uM) 0,5 de cada

“Taq Polimerase Platinum (5U/pL ) 0,125

Total 22,5

“Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA,

Para a semi-nested de G (VP7), foram utilizados 0,5 pL do iniciador consensual para G
(9conl) e 0,5 uL de cada iniciador G especifico (G1, G2, G3, G4, G5 e G9) (Tabela 4.4). Para a
semi-nested de P (VVP4) foram utilizados 0,5 pL do iniciador consensual para P (4con3) e 0,5 pL
de cada iniciador especifico para P[4], P[5], P[6], P[8] e P[9] (Tabela 4.4). Foi adicionado 1 pL
do produto da PCR a 24 uL da mistura da reacdo contendo os reagentes conforme Quadro 10.7
para G tipo e Quadro 10.8 para P tipo. As reacfes de amplificacdo para ambas as tipagens
consistiram em desnaturacéo inicial a 94 °C por 2 min, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo dos
amplicons a 94 °C por 30 seg, hibridacdo dos iniciadores a 50 °C por 30 seg e posterior extenséo
a 72 °C por 1 min. Ao final, foi realizada uma extenséo a 72 °C por 10 min. As amostras foram
genotipadas em funcdo do tamanho de fragmento caracteristico de cada genotipo (Tabela 4.4) em
gel de agarose 1,5 % (item 4.5.5.1).
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Quadro 10.7. Reagentes utilizados na semi-nested PCR para caracterizagdo molecular de

genotipos G de rotavirus grupo A (RVA).

Reagentes (Concentracéo) Volume (uL)

“H20 DNAase/RNAase livre 14,875
"dXTP (dCTP, dTTP, dATP, dGTP) (20 uM) 2.0
“Tampao de PCR sem MgCl; (10 X) 2,5
"MgCl; (50 mM) 1,0
“IMistura dos iniciadores de cadeia de G tipo 3,5

“Taq Polimerase Platinum (5 U/uL) 0,125
Total 24,0

“Invitrogen - Life Technologies, Carlshad, CA, EUA
“IMistura de G tipo (0,5 UL de cada iniciador): 9conl + 9T1-1 (G1) + 9T1-2 (G2) + 9T1-3 (G3) +
9T1- 4 (G4) +FT5 (G5) + 9T1-9 (G9).

Quadro 10.8. Reagentes utilizados na semi-nested PCR para caracterizagdo molecular de

genotipos P de rotavirus grupo A (RVA).

Reagentes (Concentracéo) Volume (uL)

“H.0 DNAase/RNAase livre 14,375
*dXTP (dCTP, dTTP, dATP, dGTP) (20 M) 2,0
“Tampdo 10 X 2,5
*MgCl, (50 mM) 1,0
“IMistura dos iniciadores de cadeia de P tipo 4,0

“Taq Polimerase Platinum (5 U/uL) 0,125
Total 24,0

“Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA;
“IMistura de P (0,5 pL de cada iniciador): 4con3 + 1T1 P[8] + 1T1 Wa + 1T1-VN + 2T1 P[4] + 3T1 P[6] +
4T1P[9] + 5T1 P[5]

Para caracterizacdo molecular dos RVA pela proteina VP6, foram adicionados 6 pL do
cDNA a mistura de reagentes descrita no Quadro 10.9. A reacdo de amplificacdo consistiu em
desnaturacdo do cDNA a 94 °C por 2 min e 40 ciclos de desnatura¢do dos amplicons a 94 °C por

30 seg, hibridacdo dos iniciadores a 58 °C por 30 seg e extensdo a 72 °C por 1 min. Ao final foi
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realizada uma extenséo a 72 °C por 10 min. Os produtos obtidos foram analisados em gel de
agarose 1,5 % (item 4.5.5.1).

Quadro 10.9. Reagentes utilizados na Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para

caracterizacdo molecular de rotavirus grupo A (RVA) pela proteina VP6.

Reagentes (Concentracao) Volume (uL)
“H2.0 DNAase/RNAase livre 31,25
*dXTP (dCTP, dTTP, dATP, dGTP) (20 uM) 4,0
“Tamp&o de PCR sem MgCl. (10 X) 50
*MgCl. (50 mM) 15
“VP6 F/ VP6 R (P) (20 uM) 1,0 de cada
“Taq Polimerase Platinum (5 U/uL ) 0,25
Total 44,0

“Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA,;

Norovirus genogrupo Il (NoV GII)

Para NoV GlI, a caracterizacdo foi realizada pela amplificacdo por semi-nested PCR e
posterior sequenciamento de parte da regido de juncdo ORF1-ORF2 destes virus (Tabela 4.4).

Foram adicionados 10 pL do cDNA a mistura de reagentes descrita no Quadro 10.10. A
reacdo de amplificacdo consistiu em desnaturacdo do DNA a 94 °C por 2 min e 40 ciclos de
desnaturacdo dos amplicons a 94 °C por 30 seg, hibridacéo dos iniciadores a 50 °C por 30 seg e

extensdo a 72 °C por 1 min. Ao final, foi realizada uma extenséo a 72 °C por 7 min.
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Quadro 10.10. Reagentes utilizados na Reacdo em Cadeia pe

caracterizacdo molecular dos norovirus genogrupo Il (NoV Gll).

la Polimerase (PCR) para

Reagentes (Concentracéo) Volume (uL)
“H20 DNAase/RNAase livre 26,6
*dXTP (dCTP, dTTP, dATP, dGTP) (20 pM) 4,0
“Tampao de PCR sem MgCl; (10 X) 5,0
*MgCl (50 mM) 2,0

“Mon 431/Mon 432/G2SKR (25 pM) 0,6 de cada

“Taq Polimerase Platinum (5 U/uL ) 0,6
Total 40,0

“Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA;

Para a semi-nested, foram adicionados 4 pL do produto do primeiro PCR a mistura de
reagentes descrita no Quadro 10.11. A reacdo de amplificacdo consiste das mesmas condic6es da

PCR. Os produtos obtidos foram analisados em gel de agarose 1,5 % (item 4.5.5.1).

Quadro 10.11. Reagentes utilizados na semi-nested PCR para caracterizacdo molecular dos

norovirus genogrupo 11 (NoV Gll).

Reagentes (Concentracao) Volume (uL)
“H20 DNAase/RNAase livre 33,2
"AXTP (dCTP, dTTP, dATP, dGTP) (20 uM) 40
“Tampao de PCR sem MgCl; (10 X) 5,0
“MgCl2 (50 mM) 2,0

"COG2RI/G2SKR (25 uM) 0,6 de cada

“Taq Polimerase Platinum (5 U/uL ) 0,6
Total 46,0

“Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA;
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Anexo 4. Resultados dos ensaios para avaliacdo de repetitividade e reprodutibilidade dos
protocolos de amplificacdo gen6mica quantitativa como ferramentas de rastreamento

microbioldgico de fontes de contaminacgéo

HAAV JCPYV
1,E+05 1E+IS
7 1,E+04 3 1L.E+04
g UB g UEB
e MU = MU
9] HIEH o] HIEH
U 1LE+03 UPA 1 E+HI3 —
FIOCRUZ FIOCRUZ
1,E+02 1.E+02
PAAV BPYV
1,E+05 1.E+05
1.E+04
. LE+04 L
2 2 UB
=) uB =
e UMU g UMy
o W
U 1E+H03 NIEH O LE+H03 HIEH
UPA UPA
FIOCRUZ FIOCRUZ
1,E+02 1.E+02

Figura 10.1. Quantificacbes de adenovirus humano (HAdV), poliomavirus JC (JCPyV),
adenovirus suino (PAdV) e poliomavirus bovino (BPyV) obtidas nos ensaios de
repetitividade e reprodutibilidade dos protocolos de quantificacdo de virus de origem
humana e animal como ferramentas de rastreamento das fontes de contaminacgdo. CG/10uL
— copias de genoma por 10 microlitros; UB — Universidade de Barcelona (do cataldo Universitat
de Barcelona), Espanha; UMU — Universidade de Umea (do sueco Umea Universitet), Suécia;
NIEH — Instituto Nacional de Saude Ambiental (do inglés National Institute for Environmental
Health e do hungaro Orszagos Kornyezetegeszsegugyi Inteze), Hungria; UPA — Universidade de

Patras (do inglés University of Patras), Grécia; FIOCRUZ — Fundagdo Oswaldo Cruz, Brasil.

139



Anexo 5. Artigo aceito para publicacéo
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detec¢do e quantificacdo de virus humanos considerando o ciclo hidroldgico do Rio Negro, assim
como os resultados fisico-quimicos e bacterioldgicos, incluindo correlagdes entre indicadores

bacterianos e virais de contaminacao fecal humana, obtidos no periodo de monitoramento.
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Brazil

Abstract

The Negro River is located in the Amazon basin, the largest hydrological catchment in the world. Its water is used
for drinking, domestic activities, recreation and transportation and water quality is significantly affected by
anthropogenic impacts. The goals of this study were to determine the presence and concentrations of the main viral
etiological agents of acute gastroenteritis, such as group A rotavirus (RVA) and genogroup Il norovirus (NoV GlI),
and to assess the use of human adenovirus (HAdV) and JC polyomavirus (JCPyV) as viral indicators of human
faecal contamination in the aquatic environment of Manaus under different hydrological scenarios. Water samples
were collected along Negro River and in small streams known as igarapés. Viruses were concentrated by an organic
flocculation method and detected by quantitative PCR. From 272 samples analysed, HAdV was detected in 91.9 %,
followed by JCPyV (69.5 %), RVA (23.9 %) and NoV GlI (7.4 %). Viral concentrations ranged from 102 to 10 GC
L and viruses were more likely to be detected during the flood season, with the exception of NoV GllI, which was
detected only during the dry season. Statistically significant differences on virus concentrations between dry and
flood seasons were observed only for RVA. The HAdV data provides a useful complement to faecal indicator
bacteria in the monitoring of aquatic environments. Overall results demonstrated that the hydrological cycle of the
Negro River in the Amazon Basin affects the dynamics of viruses in aquatic environments and, consequently, the

exposure of citizens to these waterborne pathogens.

Keywords: enteric viruses; river water; flood; dry; Amazon; Negro River

143



© 00 N O O &~ W DN P

W W W W W W W W W NDMNDNDNDNDMNMDDNDNDNDNMNMdDNDNPEPEPRPPRPEPRP PR PERP PR PP
0O N o O b WNPFP O O 0o NOO O WNPFP OOoo~NO O W NP O

Introduction

The discharge of treated and untreated sewage into aquatic environments is a well-known source of faecal
pollution in water, and is the likely source of pathogenic microorganisms including viruses entering these ecosystems
(Fong et al. 2010; Li et al. 2011; Prevost et al. 2015). In recent years, researchers have demonstrated the presence of
human enteric viruses in surface waters, affecting water quality and maintenance of public health through policies
designed to control discharge of pathogens to the aquatic environment and limit viral waterborne disease (Aw and
Gin 2011; Hewitt et al. 2013; Mellou et al. 2014). Indeed, it is estimated that up to 69 % of diarrheal diseases could
be prevented with improved sanitation (Norman et al. 2010; WHO 2014).

To reduce health risks from water-related illness, bacteriological indicators such as Escherichia coli (E. coli)
and enterococci have been adopted as standards for water quality by nations worldwide. However, many studies have
demonstrated that faecal indicator bacteria concentrations do not correlate well with measures of enteric viruses,
particularly when concentrations of indicator bacteria are low (Bofill-Mas et al. 2013; Hewitt et al. 2013; Pina et al.
1998). Human adenovirus (HAdV) and JC polyomavirus (JCPyV) have been proposed as possible viral indicators of
human faecal contamination in aquatic environments due to their host specificity, high prevalence, and stability in
the environment. These double-stranded DNA viruses are ubiquitous in the population and are excreted in faeces and
urine, respectively (Albinana-Gimenez et al. 2009; Bofill-Mas and Girones 2003; Bofill-Mas et al. 2006, 2013; Pina
et al. 1998). Furthermore, important viral pathogens responsible for acute gastroenteritis such as group A rotavirus
(RVA) and norovirus (NoV) have been reported in high concentrations in the environment and have been associated
with water-related transmission (Calgua et al. 2013a; Di Bartolo et al. 2015; Sinclair et al. 2009).

In Brazil, despite the implementation of rotavirus vaccine in the National Program of Immunization in 2006,
morbidity is still high (Carvalho-Costa et al. 2011; Linhares and Justino 2014). The same is observed for NoV, where
cases are often associated with outbreaks and the introduction of new variants at regular intervals (Fioretti et al.
2014).

According to the National Information System on Sanitation (SNIS 2014), only 39 % of the sewage in Brazil is
treated, ranging from 14.7 % in the north to 45.9 % in the central and western areas of the country. In this context,
the city of Manaus, located in the northern part of the country and in the heart of the Amazon forest, has a significant
environmental impact on adjacent aquatic resources. This city of 2,020,301 inhabitants (IBGE 2015) sits on the
banks of the Negro River in the Amazon Basin, which has an annual cycle of dry and flood seasons, and has been
responsible for the discharge of sewage into small streams that cross the city (igarapés) and directly into the Negro
River. Data collected under the Brazilian Program of Monitoring Acute Diarrheal Diseases (MDDA 2015) show that
more than 40,000 cases of gastroenteritis are notified every year in the city and an increase in river levels is
sometimes thought to be associated with an increase in the number of these cases, although a clear relationship is not
evident (Fig. 1). The main goal of this study was to quantify the concentrations of the principal gastroenteric viruses
in the aquatic environments of Manaus, to provide an empirical evidence-base for RVA and NoV risk assessment
studies of human exposure to those viruses, as well as to evaluate the use of HAdV and JCPyV as viral indicators of
human faecal contamination taking into account the temporal variations due to the hydrological cycle of the Negro

River.
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Materials and methods

Study area

Water samples were obtained from the main Negro River basin, including Sdo Raimundo and Educandos basins
containing small streams that cross the city of Manaus. These streams are called igarapés, which are first, second or
third order streams. These shallow watercourses are characteristic of the Amazon Basin.

The Negro River catchment accounts for 12 % of the 6,000,000 km? of the Amazon basin, which spans seven
countries, including Brazil (Frappart et al. 2005; Villar et al. 2009). It has one of the highest rainfalls in the world
(2,250-2,500 mm per year in Manaus), and the river regime includes a distinct flood season (Frappart et al. 2005;
Vale et al. 2011; Villar et al. 2009). The Negro River basin is 2,250 km in length with a mean flow of 28,000 m3s™.
This river generally exhibits low sediment and nutrient concentrations and an acid pH due to the high concentrations
of humic compounds (Silva et al. 2009). It also receives significant vegetation debris comprising leaves, shrubs and
trunks that are dissolved and decomposed, releasing acids, which give the water the characteristic black color of
rivers located in tropical forests.

Due to seasonal variations in rainfall, the flow regime of the Negro River is characterized by two distinct
seasons: the dry period (from September to February) and the flood period (from March to August), where the water
level difference can reach up to 15 m. It usually shows its yearly maximum and minimum peaks in June and October,
respectively (Satyamurty et al. 2013; Silva et al. 2009).

S8o Raimundo and Quarenta igarapés are the main streams of the Sdo Raimundo and Educandos basins,
respectively. These are characterized by complete or partial removal of riparian vegetation and chronic urban
pollution from waste disposal and domestic and industrial sewage. These streams are also influenced by the rainy
season in the Amazon basin and by the hydrological cycle of the Negro River, which, during its flood season, causes
black water to flood these igarapés.

Sampling schedule

A surveillance study was carried out from January 2011 to May 2012 at five sampling sites (MAOQ1 to MAOQ5),
located using global position system (GPS - eTREX Legend H, Garmin Ltd., Olathe, KS), including areas along
Negro River (MA01, MA04 and MAO5) and igarapés (MAO2 and MAO3) (Fig. 2).

Water sampling was carried out on seven occasions during the dry (January and October 2011 and January
2012) and the flood (April and July 2011, March and May 2012) seasons. At each of the five sites, eight water
samples (10 L each) were collected within two hours (one every 15 min), totalling 40 water samples per sampling
occasion. Samples were collected in sterile carboys, transferred to the laboratory and immediately processed.
Additionally, extra water samples were obtained at each sampling point for viral recovery experiments (10 L) and
bacterial analysis (500 mL).
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This study was included in VIROCLIME project (http://www.viroclime.org) and was carried out using

Standard Operational Procedures (SOPs) for virus concentration, nucleic acid extraction and quantitative PCR

detection. The SOPs included process controls and standard plasmid preparation.

Virus concentration method

Water samples were concentrated by a flocculation method based on the adsorption of viruses to pre-
flocculated skimmed milk proteins (Calgua et al. 2013a). Briefly, conductivity and pH of water samples were
measured. The former was adjusted to 1.5 mS by the addition of solid artificial sea salts (Sigma—Aldrich Chemie
GMBH, Steinheim, Germany) and to pH 3.5 by the addition of HCI 1 N. One hundred mL of pre-flocculated 1 %
(w/v) skimmed milk solution (PSM) pH 3.5 (Difco, Detroit, MI, USA) was then added into the samples, which were
stirred gently for 8 h at room temperature for the adsorption of viruses to the flocs. The flocs were left to sediment by
gravity for another 8 h and the supernatants were removed without disturbing the sediment using a peristaltic pump.
The remaining volumes with the sediment (approximate 500 mL) were centrifuged at 8,000 x g for 30 min at 4 °C.
The supernatants were carefully removed and pellets were re-dissolved to =10 mL with phosphate buffer (1:2, v/v of
Na;HPO. 0.2 M and NaH,PO,4 0.2 M) pH 7.5. Viral concentrates were homogenized by vortexing and aliquots of 2
mL were prepared and stored at —80 °C for further viral analysis.

Recovery experiments were carried out as positive controls by spiking 10 genome copies (GC) of human
adenovirus type 35 (HAdV35) into the extra 10-L water samples followed by its concentration under the same
conditions as the field samples and as previously described by Calgua et al. (2013a). Additionally, 10-L tap waters

containing 100 mL of a solution of 10 % sodium thiosulphate were processed as negative controls at each sampling.

Nucleic acid extraction and reverse transcription reaction

Nucleic acid extractions from the concentrates were performed by QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Inc.,
Valencia, CA, USA), following the manufacturer’s protocol. For RVA, cDNA was obtained by reverse transcription
(RT) reaction using random hexamers and Superscript 111® Reverse Transcriptase (Invitrogen - Life Technologies,
Carlsbhad, CA, USA).

Virus detection and quantification

QPCR protocols for HAdV, JCPyV, RVA and NoV GIlI detection and quantification were performed as
previously described (Hernroth et al. 2002; Kageyama et al. 2003; Loisy et al. 2005; Pal et al. 2006; Zeng et al.
2008). Standard curves were prepared with the following plasmid constructions: plasmid pHAdV contained the
hexon region of HAdV 41 in pBR322, pJCPyV contained the whole JCPyV genome strain Mad-1 in pBR322,
pNoVGII contained ORF 1/ORF 2 junction in pTrueBlue and pRVA contained a fragment of RVA Wa NSP3 in
pCR™ 2.1-TOPO® vector (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). pRVA was constructed by our group
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and pHAdV, pJCPyV and pNoVGII were donated by Dr Annika Allard — Umea University (UMU), Dr Andrew
Lewis — US Food and Drug Administration (FDA) and Dr Jan Vinjé — Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), respectively.

Detection of HAdV, JCPyV and RVA were performed with the TagMan Environmental PCR Master Mix®
(Applied Biosystems, Foster City, California, USA) and NoV GIlI with RNA Ultrasense™ One-step Quantitative
RT-PCR System (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). All gPCR reactions were carried out in an
ABI PRISM 7500® Real-Time System (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Undiluted and 10-fold
dilutions of the nucleic acid extract were analysed in duplicate (4 runs/sample) and concentrations were estimated as
the mean of data obtained, correcting for the dilution analysed. Low variability in the replicates was observed and
significant variability was observed only in the results of a few undiluted samples, being these values excluded of the
mean estimation. All gPCR assays included non-template controls (NTC).

For all molecular procedures, positive controls and DNAse/RNAse free water as negative controls were included

and separated rooms were used to avoid cross contamination.

Bacteriological parameters

E. coli and enterococci were quantified by Colilert® and Enterolert® Quanti-Tray®/2000 (IDEXX Laboratories,
Inc., Westbrook, ME, USA), respectively, and results were reported as most probable number per 100 mL (MPN 100
mL1). Samples were tested undiluted and using 10-fold dilutions.

Brazilian regulation establishes a maximum of 2000 MPN 100 mL™ and 400 100 mL? of E. coli and

enterococci, respectively, as standards for recreational waters (CONAMA 2000).

Physico-chemical parameters

Water temperature (°C), pH, turbidity (in nephelometric turbidity units - NTU) and conductivity (uS cm) were
measured in all samples at the time of collection using Water Quality Checker U-10 (Horiba, Ltd., Irvine, CA, USA).

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 5.0. Data were checked for normality in raw
and logso transformed states using Shapiro-Wilk normality test. Both showed significant differences from normality
(p<0.0001). Fischer and Mann-Whitney tests were performed for comparing virus detection and concentration,
respectively, between dry and flood seasons of the Negro River. For the comparison of the concentrations between
seasons using the Mann-Whitney test, only positive samples were considered. The Mann-Whitney test was also used
for comparing physico-chemical parameters between seasons. In this case, all samples were considered in the
comparison since all of them presented measurements.

Correlation analyses between HAdV, JCPyV, E. coli and enterococci were carried out using non-parametric

Spearman correlation. For this purpose, non-detected values for both viruses and bacteria were assigned as the
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detection limits of methods, as follows: 57 GC L of HAdV and JCPyV (1 GC per gPCR reaction) and 1 MPN 100
mL* of E. coli and enterococci. Correlation coefficients (r) between 0.9-1.0, 0.3-0.5 and <0.3 were considered as
strong, low and negligible correlations between viruses and bacteria, respectively (Hewitt et al. 2013).

Results were considered statistically significant when p<0.05.

Results

Viruses detection and quantification in water samples

Two hundred and seventy-two water samples were collected from January 2011 to May 2012 in five different
sampling points in Manaus. Sampling was carried out on seven occasions during the study, three of them when river
level was low (dry) and four when river level was high (flood), producing 112 dry and 160 flood samples,
respectively. During the full sampling period, the Negro River level ranged from 16.76 to 29.97 m (Port of Manaus
2015) (Fig. 3).

Estimated recovery rates of HAdV 35 were 0-71 %, 21-242 %, 16-193 %, 4-83 % and 9-125 % at MAO01 to
MAO5, respectively. HAdV was the most detected virus (found in 91.9 % of all samples), followed by JCPyV (69.5
%), RVA (23.9 %) and NoV GlI (7.4 %) (Table 1). Viruses were detected at all sampling points, except NoV GlI,
which was not detected at the mouth of Quarenta igarapé (MAO04) and at the Negro River in the end of the urban
area (MAO05). The most contaminated areas were urban streams (MAO2 and MAOQ3); Ponta Negra beach (MAQ1) was
the least contaminated site.

Virus concentrations ranged from 102 to 10® GC L™, with generally higher concentrations of HAdV and JCPyV
observed in urban streams (Fig. 4). HAdV was detected at all sampling points in concentrations ranging through
three logio orders throughout the study period. Despite the lower prevalence of JCPyV detection, when detected, its
concentration was similar to those for HAdV in most samples. An increase on RVA concentration was evident in
flood periods. NoV GII concentration was low or zero at all sampling points. Statistically significant differences on
viruses concentration were observed only for RVA when comparing dry and flood season samples (p<0.0001). When
considering each sampling point, this analysis revealed significant differences for HAdV in MA04 and MAOQ5
(p=0.0018 and p=0.0096), for JCPYV in MAQOl (p=0.0441) and for RVA in MA02 and MAO3 (p=0.0002 and
p=0.024).

Quantification of E. coli and enterococci as microbiological standards of human faecal contamination of water

E. coli and enterococci were detected in all samples, except E. coli in MAOL in January 2011. Thirty-two
(87/272) and 35 (85/240) percent of the samples did not comply with the standards for recreational waters, due to
elevated concentrations of E. coli and enterococci, respectively. These elevated concentrations occurred mainly in
urban streams MAO2 and MAO3 and in October, when river level was the lowest observed (Fig. 5). The recreational
area (MAO01) was considered acceptable for bathing based on E. coli and enterococci parameters, except in April and

July of 2011 when concentrations of enterococci exceeded the standards in four and three samples, respectively. No
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statistically significant differences in bacterial concentrations were observed between dry and flood seasons (E. coli
p=0.4308 and enterococci p=0.1325).

Correlations between viruses and bacteriological indicators of human faecal contamination of water

Sixty-five percent of HAdV and JCPyV positive samples were detected when the measured E. coli
concentration was lower than the Brazilian standard for recreational waters (i.e. the water was compliant with the
Brazilian standard) and 64.2 % and 61.8 % of HAdV and JCPyV positive samples, respectively, were detected when
enterococci quantification complied with the Brazilian standards. At the designated recreational area (MAO1), all
HAdV and JCPyV positive samples were detected when E. coli concentration was lower than the Brazilian standards
for recreational waters and 90.7 % and 86.4 % of HAdV and JCPyV positive samples, respectively, were detected
when enterococci quantification complied with the standards. HAdV and JCPyV concentrations were higher than the
faecal indicator bacteria in almost all sampling points and seasons (Fig. 6).

Calculated Spearman correlations between viruses and bacteriological parameters are shown in Table 2. R-
values varied from 0.274 to 0.762. No strong correlations were observed and negligible correlation was observed for

JCPyV and E. coli. Moreover, HAdV presented higher correlations than JCPyV.

Physico-chemical data of sampling points

Measurements of physico-chemical parameters are shown in Table 3. Considering dry and flood seasons,
significant differences for all parameters in all sampling points were observed (p<0.05), except temperature in
MAO02, MAO3 and MAO5 and conductivity in MAO4 and MAO5. Median temperatures of 28-29 °C were observed,
although higher pH, turbidity and conductivity medians were observed in the dry season in the igarapés (MA02 and
MAO03).

Discussion

The northern region of Brazil exhibits the poorest sanitary conditions in the country, particularly in urban areas
which have suffered from unplanned growth. Manaus is the main financial and economic centre of this region and is
located in the heart of the largest rainforest in the world and presents important social, environmental and urban
problems, possibly associated with the establishment of the Manaus Free Trade Zone (MFTZ) developed in the
1970s (Magalhdes and Rojas 2005). Today, riparian settlers living in wooden houses (palafitas) constructed along
the igarapés are continually exposed to environmental contaminants coming from the garbage that is deposited into
river waters and from raw sewage that is discharged either directly into waters or indirectly by stormwater run-off
(PROSAMIM 2004, 2011, 2012).

The prevalence and concentration of viruses observed in this study confirms previous qualitative data obtained
in 2004-2005, when the impact of microbiological contamination in the city's streams was reported (Miagostovich et

al. 2008). In this study, the skimmed-milk flocculation method, previously described to concentrate viruses from
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seawater and validated later to freshwater (Calgua et al. 2008, 2013a), associated with gPCR protocols constituted a
useful tool to assess the concentrations of HAdV, JCPyV, RVA and NoV GlI in the acidic waters of the Negro River
basin. Although no information on viruses infectivity is given by gPCR, preliminary results from cell culture assays
have demonstrated the presence of infectious HAdV particles in these samples (unpublished data). Calgua et al.
(2011) could also detect and quantify HAdV and JCPyV infectious particles by immunofluorescence assay in water
samples using the same concentration method.

Unfortunately, this study also revealed that infrastructural interventions performed in the city of Manaus by the
Social and Environmental Program for the Igarapés of Manaus (PROSAMIM) in the last years (2005-2011) has not
prevented river water contamination by sewage. Despite these improvements poor water quality may still be
affecting residents, particularly those in the seasonal flood-affected areas. The overall results suggest that the risk of
infection due to different exposures to water, such as through recreation, household activities or transportation, can
vary according to the sites and to the hydrological seasons of the Negro River. Remarkable differences were
observed both in the distribution and in the concentration of viruses obtained from the igarapés (MAQO2 and MAO03)
and Negro River sites (MAO1, MA0O4 and MAO5S).

Concentration of viruses in the igarapés were similar to those found in sewage samples of different
geographical areas with values higher than four logio (Calgua et al. 2013b; Flannery et al. 2012; Fumian et al. 2013;
Myrmel et al. 2015). As these ‘sewage-like’ streams are tributaries of the Negro River, they transport those viruses
through the environment by natural water flow to the main river channel where they are diluted and dispersed. It is
worth noting the higher detection rates of RVA in the igarapés when compared to the diluted samples from the
Negro River as reported by Miagostovich et al. (2008). Related reports in other south America countries, including
Venezuela, Argentina, Uruguay, confirm the morbidity of RVA in this region (Barril et al. 2010, 2015; Rodriguez-
Diaz et al. 2009; Victoria et al. 2014) despite RV A vaccination programs introduced in some of these countries in the
last decade (PATH 2015). Although the samples obtained from these streams were similar to sewage, NoV GlI
detection was lower when compared to the other viruses, corroborating a previous study in this area (Miagostovich et
al. 2008).

Differences on viruses distribution were also observed in the sampling sites along the Negro River. Ponta Negra
Beach (MAO1), located in the beginning of the urban area of Manaus, is a recreational area where thousands of
people bath every week. It is in a relatively affluent neighbourhood with several buildings, including hotels and
leisure areas. This site was relatively clean despite the direct discharge of raw sewage into the river and the discharge
of treated sewage outfalls (PROSAMIM 2012). This is probably because Ponta Negra does not receive
contamination from large urban streams that cross densely populated areas of Manaus. Although being the least
contaminated site, all viruses were detected in MAQO1 (Ponta Negra), with higher detection of NoV GlI in the dry
season and significant differences on the JCPyV concentration.

In the following sampling sites along the Negro River (MAO4 and MAO5), viruses were more prevalent and
presented higher concentrations than MAOL. It is important to note that MAO4 is located at the mouth of the urban
watershed of Quarenta, which cross two popular neighbourhoods at the southern part of the city, and MAQ5
represents the end of the urban area along the river and is located adjacent to a port. The viral contamination may

come from the port itself and/or could be a result of the river flow which carries the contamination from the entire
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city. At this site, bovine polyomavirus was also detected, which can be explained by the presence of pastures in this
area of Manaus (Rusifiol et al. 2014).

The higher levels of RVA during flood period of the Negro River is noteworthy. When the river level was
higher, water flooded more areas with virus laden water, expanding the distribution of viruses and transporting them
to more distant ecosystems. Since the hydrological cycle of Negro River is annual and people are in more contact
with water during flood period, it is possible to infer an association of this season with the increased risk and number
of gastroenteritis cases, especially in 2012, when it was observed the worst flood season in 110 years (Fig. 1).
Findings of higher detection and concentration of viruses described in this study during the flood season, especially
at site MAO4, suggest this hypothesised dynamics of viruses transport.

RVA and NoV are important viruses causing infantile gastroenteritis and waterborne outbreaks, respectively
(Ahmed et al. 2014; Braeye et al. 2015; Di Bartolo et al. 2015; Jain et al. 2014; Villena et al. 2003). Unfortunately,
the unavailability of laboratory data characterizing etiological agents of diarrhea in Manaus does not allow a specific
correlation of these cases with those viral pathogens. In a recent study carried out in Manaus, RVA was responsible
for 25% of acute gastroenteritis in children up to 3 years old in 2004-2006 (Melo et al. 2013), and, to our knowledge,
there is no available data on NoV cases in the city.

The prevalence of RVA and NoV GlI in the environment reflects their patterns in the population and could be
influenced by illness seasonality and also by the lower stability of RNA viruses in aquatic environments (Fong and
Lipp 2005; Fumian et al. 2011; Levy et al. 2009; Prevost et al. 2015; Rohayem 2009). These factors likely explain
the NoV GII detection only in January 2011 (dry season) and the RVA detection during the flood season. The
contamination of the environment promotes a constant pool of recirculating viruses and, as a consequence, people
are exposed and acquire immunity. However, the introduction of new and unusual RVA and NoV strains in Brazil
have been observed, which may cause waterborne gastroenteritis cases (da Silva Soares et al. 2014; Fioretti et al.
2011; 2014; Leite et al. 2008).

The hydrological cycle of Negro River also caused statistically significant changes in physico-chemical
parameters in all sampling points, although the greatest differences were observed for the igarapés, which could be
explained by the differences on the volume of water during dry and flood seasons. During the flood season, water
diluted the organic matter, chemical compounds and suspended materials in these areas, decreasing the turbidity,
conductivity and pH. Since these parameters may influence virus stability, adsorption and interaction between
viruses and suspended materials (Fong and Lipp 2005; Wong et al. 2012), they should be considered in future studies
correlating virus concentrations and other water quality parameters.

Bacteriological parameters (E. coli and enterococci) which are quantified as microbiological standards of faecal
contamination in bathing waters confirmed that all study areas were contaminated by sewage, despite the differences
between them. Moreover, the constant prevalence and high concentrations of HAdV and JCPyV throughout the study
period and correlations observed suggest that they may be useful candidate indicators of human faecal contamination
in waterbodies. The use of HAdV in particular, could complement faecal indicator bacteria in the monitoring of
aquatic environments and this new multiple health-indicators approach could better estimate the real risk of

waterborne diseases due to contact with these contaminated waters, as it has been proposed by other studies (Hewitt
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et al. 2013; Marion et al. 2014; Wyer et al. 2012). Unfortunately, it was not possible to carry out an epidemiological
study to quantify the strength of any relationship.

The study of the Negro River hydrological cycle demonstrated that the flood season is characterised by changed
physico-chemical and enteric viruses concentrations in the sampled waters. The surveillance of HAdV, JCPyV, RVA
and NoV Gll in the Negro River basin demonstrated high concentrations of these microorganisms showing the
implications of the lack of basic sanitation in this city.

Floods are part of the natural climate variability in Manaus occurring as a seasonal pattern. In recent years, the
city featured the long-lasting (2009) and most intense (2012) floods in recent history, and this more extreme
variability is predicted to continue due to climate change in the Amazon and this could increase the incidence of viral
waterborne gastroenteritis in Manaus. Since water plays an important role in the faecal-oral route of transmission of
enteric viruses, data from environmental surveillance could inform public health policy on sanitary improvements

and the prevalence of specific diseases in the contributing population.
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Figure Captions

Fig. 1 Number of reported gastroenteritis cases and Negro River level in Manaus over an eight-year period. Sources:
Brazilian Program of Monitoring Acute Diarrheal Diseases (MDDA 2015) and Port of Manaus (2015). River level

data of 2010 were not available for all months

Fig. 2 Map of the study area and geographical distribution of the sampling points (MAO1 — MAO05). MAO1- Negro
River/Ponta Negra Beach (recreational area); MAO2- Sdo Raimundo Stream (igarapé); MAO3- Quarenta Stream
(igarapé); MAO4- Negro River/Educandos; MAO5- Negro River/end of the urban area of Manaus. Source: Google
Maps

Fig. 3 Sampling points considering hydrological cycle of Negro River. (a) dry season; (b) flood season

Fig. 4 Quantification of human adenovirus (HAdV), JC polyomavirus (JCPyV), group A rotavirus (RVA) and
genogroup Il norovirus (NoV Gll) in each of the eight samples collected according to sampling location, sampling
and Negro River level. No sampling was carried out in MAO5 in January 2011. Logio GC L™ — Logio genome copies

per litre

Fig. 5 Median loads of Escherichia coli (E. coli) (a) and enterococci (b) as microbiological indicators of human
faecal contamination in aquatic environments in Manaus according to sampling location and sampling. MAO1-
Negro River/Ponta Negra Beach (recreational area); MAO2- S8o Raimundo Stream (igarapé); MAO3- Quarenta
Stream (igarapé); MA04- Negro River/Educandos; MAO5- Negro River/end of the urban area of Manaus. Threshold
means maximum concentrations for both indicators based on Brazilian regulation for recreational waters (2000 MPN
100 mL* and 400 MPN 100 mL™?, respectively). Quantification of enterococci in January 2011 was not carried out.
MPN 100 mL* — Most Probable Number per 100 mL

Fig. 6 Median of human adenovirus (HAdV) and JC polyomavirus (JCPyV) concentrations in comparison to
Escherichia coli (E. coli) (a) and enterococci (b) according to hydrological cycle of Negro River and sampling
points. MAO1- Negro River/Ponta Negra Beach (recreational area); MAO2- S8o Raimundo Stream (igarapé); MAO3-
Quarenta Stream (igarapé); MAO4- Negro River/Educandos; MAO5- Negro River/end of the urban area of Manaus.
Logio GC L — Logio genome copies per litre; Logio MPN L — Logio Most Probable Number per litre
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Figure 3

MAO01 - Negro River/Ponta Negra Beach

MAO3 - Quarenta Stream (igarspé)

MAOQ2 - Sdo Raimundo Stream (igarspé)

MAOQS — Negro River/End ofurban area

MAOQ4 - Negro River/Educandos
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Figure 5
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Table 1 Detection of human adenovirus (HAdV), JC polyomavirus (JCPyV), group A rotavirus (RVA) and genogroup Il norovirus (NoV GII) in 272 river water

samples according to sampling points and hydrological cycle of Negro River.

Sampling HAdV JCPYV RVA NoV GlI

points aDry Flood aTotal Dry Flood Total Dry Flood Total Dry Flood Total
MAO1 16 28 44 8 14 22 0 1 1 8 0 8
MAQ2 24 32 56 21 32 53 7 15 22 5 0 5
MAOQ3 24 32 56 19 32 51 8 19 27 7 0 7
MAO04 14 32 46 5 24 29 0 7 7 0 0 0
MAO05 16 32 48 12 22 34 0 8 8 0 0 0

TOTAL 94 156 250 65 124 189 15 50 65 20 0 20

(83.9%)  (97.5%) (91.9%) (58.0%) (77.5%) (69.5%)  (13.4%) (31.3%) (23.9%) (17.9%) (0.0%)  (7.4%)

an dry = 112, n flood = 160 and n total =272
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Table 2 Correlations between human adenovirus (HAdV), JC polyomavirus (JCPyV), Escherichia coli (E. coli)

and enterococci as indicators of human faecal contamination in river waters in Manaus.

HAdV JCPyV E. coli
HAdV
JCPyV 40.762
E. coli 0.544 0.274
enterococci 0.491 0.374 0.607

@For all correlations, p < 0.001.

Table 3 Median of physico-chemical parameters according to sampling points and hydrological cycle of Negro

River.
) Water Temperature Turbidity Conductivity
Sampling pH
_ °C) (NTU) (HS cm)

points

Dry Flood Dry Flood Dry Flood Dry Flood
MAO01 29.8 29.4 5.9 5.1 21.0 9.0 10.0 9.0
MAOQ2 28.4 28.7 6.9 5.4 43.0 75 267.0 10.1
MAO3 29.1 29.3 6.9 6.0 56.0 9.0 296.0 21.0
MAO04 29.6 29.1 5.8 5.1 9.0 5.0 8.0 8.0
MAO5 29.4 29.3 5.9 5.1 11.5 3.0 7.5 8.0
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Anexo 6. Artigo publicado

Esse artigo foi publicado na revista internacional Water Research, de fator de impacto 5,528.
Ele compreende os resultados de Microbial Source Tracking (MST) obtidos nesta tese em

associacdo aos resultados obtidos pelos demais participantes do projeto Viroclime.
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Integrated river basin management planning to mitgate the impacts of economie, de-
maographic and climate change is an important issue for the future protecton of water
resources, Identifying sources of microbial contamination via the emerging sdence of
Microbial Source Tracking [MST) plays a key role in nsk assessment and the design of
remediation strategies Folowing an 18-month survellance program within the EU-FF7-
funded VIRDCLUME project, specific MST tools were used to assess human markers such
as adenoviruses (HAAV) and JC polyomaviruzes (JCPyW) and porcine and bovine markers
such as porcdne adenoviruses [PAJV) and bovine polyomaviruses (EPyV) via quantificatdon
with real-ime PR to analyze surface water collected from five sites within different cli-
matic zones: the Negro River (Brazl), Glafkos River [Greecs), Tisza River (Hungary), Lo-
bregat Fiver (Spain) and Umedlven River (Sweden). The utility of the viral M5T tools and the
prevalence and alindance of specific human and animal viruses in the five river catch-
ments and adjacent seawater, which & impacted by riverine contributions from the up-
atream catchments, were examined. In areas where no sanitation systems have been
implemented, sewape can directly enter surface waters, and river water exhibited high
viral loads; HAAV and JCPyV could be detectsd af mean concentrations of 10° and 10°
Genome Copies/Liter [0, respectively. In general, river water samples upstream of
urban discharpes presented lower human viral leads than dewnstream sampling sites, and
thoze differences appeared to increase with urban populations but decrease in response to
high river flow, as the elevated river water volume dilites microbial loads. During dry

* Corresponding auther. Department of Microbiology, University of Barcelona, Avinguda Diagonal 643, 08028 Barcelona, Spain. Tel.: +34

93 4071483, fax: +34 93 4039047

E-mail address: rgirones@ub.edu (B Girones).

hitpf de.dod org'10. 1016 | watres 2014 04.013
O043-1354/ @ 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

166



120

WATERE RESEARCH 59 :'.'l::l_'] I11g=1232%

sensons, river water flow decrenses dramatically, and secondary effluents can represent
the bulk of the riverine discharge. We also observed that ice cover that farmed over the
river during the winter in the studied areas in Morth Europe could preserve viral stability
due to the low termperatures andfor the lack of solar inactivation. Parcine and bovine
markers were detected where ntensive livestock and agriculturml acivitdes were pressnt;
mean concentration vales of 107 GO/L indicated that farms were sometimes unexpacted
and important sources of fecal contamination in water. During spring and summer, when
livestock iz outdoors and river flows am low, animal pallution inesses due to diffuse
contamination and direct voiding of feces onto the catchment surface. The field studies
deseribed here demonstrate the dynamics of fecal contamination in all catchments stud-
ied, and the data abtained & cumrently being used to develop dissemination models of fecal
contamination in water with respect to future climate change scenados. The mesults
conceming human and animal targets presented in this study demonstrate the specificity
and applicability of the wiml guantitative parameters developed to widely diverpent
geographical areas and their high interest s new indicators of human and animal fecal
contamination in water and as MST tools.

@ 2014 Elsevier Ltd. All ights reserved.

1. Introduction

The use of integrated river besin management planning is
necessary to mitigate the impacts of climate change and to
protect water resources. In Europe, thizs is being imple-
mented through the 'Programs of Measures' &s outlined in
Article 11 of Directive 2000/60/EC, the Water Framework
Directive. Climate change will undoubtedly influence water
quality in rivers, lakes and marine waters used for drinking
water abstraction, reoestional activities, shellfish harvest-
ing end essimilstion of point and diffuse fluxes of human
and livestock effluents. Thus, the risk profile and trestment
interventions necessary for sewage and potable waters
must be changed The fourth sssessment report of the
Intergovernmental Panel on Climate Change ([PCC) noted
that higher temperatures, changes in predpitation regimes
and more frequent weather-related disasters are primary
changes that represent risks for agriculture, food, and
particularly water supplies. Maoreover, incressing urban
expangion and associsted intensification of farm production
are increasing microbial loads, which are then discharged
into receiving waters worldwide. Achieving legel water
quality aiteria will, therefore, require intelligent and inte-
grated application of sustsinable treatment and urban
drainage technologies (SUDs), upgrade of wastewater
treamment plants (MAWTF), enhanced storm water retention
fadlities, and application of agricultural best management
practices (BMPs) designed to reduce diffuse pollution from
livestock farming.

There &8 incressing concern regarding the levels of fecal
polluion in surface waters due to paint-source discharges
from community sewage trestment plants and livestock
concentrations  derived from slsughterhouse discharges
(Colling et al., 2005 |emieson et al, 2004). Also, non-point
diffuse microbial pollution may orignate from direct fecal
voiding by grazing livestock, manure spreading or urban sur-
fece water runoff, which cen derive from roof end med

surfeces conteminated with avian, domestic and wild animeal
feces and abko from cross-connedions to urban sewerage
aystem, all of which can exhibit high microbial loads (Llopart-
Mescam et gl, 2010; Brownell et al, 3007, Bercu et al, 2011).
The identificetion of fecal conteminstion sources in water
using specific markers is & key step for good management and
remediation protocols.

Mimobial Source Traecking (MST) encompasses a group of
methodaologies that sim to identify &nd, in some cases,
quantifythe dominant sources of fecal contamination in the
environment, partimlerly in water resources (Field et &l.,
2004; Fong and Lipp, 3005 MST plays & very importent
role in informing remedistion strategies directed against
apecific pollutant sources. Molecular markers used for MST
are target sequences in host-associated microorganisms or
sequences derived directly from the hogt These can come
from prokaryotes, eukaryotes and wviruses Widely-used
humean aznd snimal-zssocizted markers have been identi-
fied in the order Bacteroidales [Bernhard and Field, 2000a, )
end other baceria. Polymerase chain reaction (FCR) assays
have been developed and walidsted for markers of fecal
contamination from humans and & diversity of animals
(reviewed in Roslev and Bukh, 2011). Although these mo-
lecular markera represent interesting methods for MST,
they do have significant limitations. For example, (i) there is
& lack of sbsclute host spedficity among human- and
enimal-associated microbial maerkers; (ii) there is & leck of
temporal stability of some host-sssociated microbial
markers in different host groups and (iii) non-fecal sources
of markers potentially exist (Roslev and Bukh, 2011;
Stapleton et sl, 2009). The use of highly host specific,
ubiquitous and steble MST markers thet produce persistent
excretions in their human or animal hosts could overcome
these limitations.

In recent yesrs, many studies have examined human
adenovirua (HAJQV) and JC polyomavirua JCPyV) &s human
fecel indicators, as they are persistently exaeted by infected
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humans both with and withoutclinicalaymptoms in the feces
or urine (Bofil-Mzs et al, 2001). Thus, they are commonly
detected in urban westewster in &ll geographical areas
throughout the ennualcycle (Komlnik etal., 1999 Bofill-Mas el
el., 2000, 2008; Schlindwein et a1, 2010; Kokldinos et al., 2011;
Rodriguez-Manzeno et al, 201% Bofill-Mes et &l, 2013}
Traditdonally, standard fecal indicator bacteria (FIB) are used
to indicate the presence of hurnan or animsal fecal contami-
nation. However, FIB counts cannot disaiminate between
animal or human conteminaton, whereas A4V and PyV are
host-apedfic and derive from the gestrointestinal and urinary
tracts (Bofill-Mas et al., 2000; Meluquer de Motes et al., 2004).
In & study using PCR, Harwood et al [2009) suggested that
human polyomeviruaes were the mostapecific humen marker
for M5Tamong various tools anelyzed. Impaortantly, candidate
viral MST indicators do not multiply in the environment and
BTe Tnare Tesistant to environmentzl stressors, such as UV
irradiance from sunlight and water treatment processes, than
FIBa (Bofill-Masa et al, 2013). They may, therefore, repreaent &

better index for viral pathogens such as Hepatitis A and E vi-
ruses and noroviruses (MoV) than do the commeon FIBs used as
regulstory parameters world-wide, eg. Escheridvia coli and in-
teatinal enterococci. A large diversity of concentration pro-
tocols for viruses in water have been desoibed (Albinana-
Gimenez et gl, 2009). Viral detection consista of several
steps: cancentration of viruses from the envirmnmental water
sample into & suitable volume, extracion of the DNA or RMNA
and detection or guantificetion of the viral segment with
molecular techniques. Low wirl concentration and wiral
vighility are the main handicapa of these PCR techniques.
Effident and cost-effective techniques for vine pre-
concentration in water have been developed using skimmed
milk direct flocculation procedures [Celgua et gl., 3008; 3013a),
which have potential for the routine analysis of viruses in
water samples. Moreover, sensitive and reliable molecular
detection techniques based on real-ime PCR designed for
specific DMA wiruses, such &3 HAJV and JCPyV, porcine ade-
noviruses (PAAV) and bovine polyomeviruses (BPyV), have

Fig. 1 — Geographic localization and sampling sites of the five case studies analyzed.
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been sugpested in previous amdies for the quantification of
these spedfic markems, offering the potential to delineste
human and/or animal fecal contributions in environmental
water matrices (Bofill-Mza et &l., 3006, 2013; Hundess et al,
2006, 2005 and 2010).

This study simed to test the applicability of human and
enimal adenovinmes and polyomeviruses in widely diverse
river catchments by applying skimmed milk flocculation and
qPCR to define sources of fecal contamination in &ll aress and
SCEMATOE.

2 Materials and methods
21.  Control viruses and plasmids

Human adenovirus type 35 (ATCC, LGC Standards AB, Boras,
Sweden) stodks were produced by infecting AS49 cells
cultured in Earl's minimum essential medium (EMEM) sup-
plemented with 1% glutamine, 30 pg of streptomycin and 20U
af penidllin per mL and 10% (growth medium) or 2% (main-
tenance mediom) of heat-inacivated fetal bovine serum
(FBS). Viruses were released from cells by freezing and thaw-
ing the cultures 3 times. Then, & centrifugaton step at 3000 g
for 20 min was applied to eliminate cell debris. Finally, viral
suspensions were quantified, distrbuted among the partid-
pant leboratories and stored in 3.5-mL aliquots &t —80°C untl
used.

Fleamid DMNA hes been used &8 & positive control and &s &
quanttative standard. For BPyV, & 416-bp amplicon corre-
gponding to & fregment of the VP1-coding gene was cloned
into 8 pGEM-T Essy vector (Promega, Madison, W1, US4). The
same vector conteining & 61%-bp sequence of the PadV-3

hexon was used for PAdV. Finally, the hexon region
(8961 bp) and the whole genome (5130 bp) of HAdV41 and
JCPYV Madl respectively, were doned in pBR322 and used as
standards for human markers.

2.2 Studied areas

River water and seswater were collected based on 150 19458
(3006) from five different peographical areas: (i) Llobregst river
catchment in Catalonia (Spain), (i) Glaflkos River in Petras
(Greece], (iii) Umeflven River in Umed [Sweden), (iv) Tisza
River in Szolnok (Hungery) and (v) the Negro River in the urban
area of Manaus (Brazil) (Fig. 1).

The Glafkos River flowrs into the Gulf of Patas (lonian Ses)
in Patres, & dty of 250,000 inh shitants. The river does not dry
completely during the summer, but stream flow decreases
dramatically. All Glafkos samples were collected bi-monthly
from four sempling sites (Fig. 1): P1 and P2 in the river and
two marine sampling points, F3 and P4, at the beech in the
Gulf of Patras.

The Llobreget river catchment is located in Cetelonia,
northeast Spain. It flows for 170 kan from the Pyrenees to the
Mediterranean Sea. The river basin contains more than helf of
the Catelan populstion (epproximately & million people outof
approximaetely & million). The river transports urban sewapge
and agricultural runoff into the stresm, and it is used as &
source of drinking water after sppropriate trestment. The
Llobregat River was sempled bi-monthly st three locetions:
B0 kon upstream of the coast (site L1), downstream nesr the
city of Barcelona (LZ), which has 3 million people, and from
seawster receiving the riverine discharge [L3) (Fig. 1).

The Umedlven River in northern Sweden flows in a
southeasterly direction from its origin at Lake dwveruman. The

Table 1 — Summary of flow, length, basin aress, year accumnlated reinfall and inhabitants (approximatively valoes)
Clogsary of the sampling sitea, nomber of samples and analyses induded in the smdy.

Bagin ares Average annual

Sampling Mesn Length
i floar (Em?) rainfall {mm)

sites [Em)
(m’/s)

Inhebitants Sites  Water Sample
[thousands)

Total number

matrit = number of analyses®

Qafkos 5 98 E 1100

Hwer
Laobregat 17 170
rwer

Uimesih river 450 470

Tisza river 472 965 (584 in

Hungary)

SR000 (4000 45
in Hungary)

2250 G51000 Fazili

Hegmo river

{in Szalnok)

{in M romnes)

50 HRiwverwater 140 560
HRiverwater
Seawater

Senwrater

Biverwater
Riverwa ter
Seawater

Riverwater
HRiverwater
Seawater

Riverwa ter
Fiverwater
Riverwater
HRiverwater
Biverwater

a0 162 548

75 13 516

1400 72 1088
Riverwater
Biverwater
Riverwa ter
Fiverwater

EEEEEZdddESSEREEERT
BN NN BBREBY Y YR R ag

* All samples were analyzed by specific qPCR assay= for HADW, JCPYW, BRW and PAdVY.
® Raw sewage (n =33 and secondary treatment fn = 32) samples wers also callectsd from Szolnek city WWTE.
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river ia covered by ice from January to the middle of April.
\Water samples (Fig. 1) were collected from tero river water
sampling sites upstreem &nd downstream of the city of Ume&
(U1 and UZ), which hes approximeately 80,000 inhebitants. In
edditon, seswater from Ljumviken (U3) was sampled bi-
monthly.

The Tisza Kiver is & vital artery of Central Europe. It rises in
Ukreine and flows roughly slong the Romenian border with
Hungery unti it meets the Denube in northern Serbia. Floods
in spring and summer characterize the Tisza's flow = gme.
Bimonthly samples were mollected in the river from four sites
in the vicinity of the dty of Szolnok (Fig. 1). Szolnok is e dty of
75,000 inhehitants. Raw sewape and secondary (biologicsl)
treated effluent (Le. wing the sdtivated sludge process) were
elso collected st the wastewster trestment plant on esch
sampling date to characterize the potential fecal input of the
viral markers into the rver.

The Megro River joins the Amazon River at Mansus. The
city of Mansus hes 14 million inhahitants within an ares of
115 km", and it is located 1450 km inland from the Atlantic
coast in the heartof the Amazon rain forest. The urban area is
strongly impacted by untreated sewapge and garbage in these
river waters. Five different shoreline samplin g locations were
selected (Fig. 1): upstream of the gty (M1), in tero small trib-
utaries crossing the city that flow directly into themain coumse
(M2 and M3) and teo sites in southem Manaus (M4 and M5).

2.3, Collection of samples

The sampling end water analysis phase was conducted from
Jenuary 2011 to June 2012 Eighteen maonths of sample
collection was completed &t esch site. & descripton of the
charecteristics of esch river catchment studied, the mean flow
end yearly rainfall during the study period and the numbers of
samples are described in Teble 1. Within the Mediterranesn
ereas (Glafkos and Llobregat Rivers) the impect of rainfzll was
limited to spring and autimn. In the continentsl climate,
Tisza catchment, regular rain was observed over the sampling
montha but flooding occurred in early spring. The Umeilven
subarctic climates hed low precipitation due to the low
moisture cantent on gir, although moderate rainfall occurred

in summer. Finzally, the Megro river in Mansus hed the typical
features of & tropical climate: tarelve maonths at temperatures
nat lower than 18 °C end & monthly average precipitation of
50 mm during the rainy sezson and 100 mm during the dry
period.

A total of 792 sa mples were enalyzed across the 5 groups of
sampling gites. Samples with high levels of organic matter or
sand were permitted to sediment for 1 h, and the darified
water was transferred to & new container. Seawster samples
were collected 30 &8 to avoid contamination with sand and
suspended macm elgee. Turhidity, conductivity, pH &nd
temperature were determin ed for each water sample. On each
sam pling dey, an extre sample was collected and spiked with
adenovirus type 35 (10° virel particdles/ml) as & process con-
trol, including concentration, MA extrection and DNA
quan tfication.

24 Viral concentration and nucleic acd extraction
Detecton of viruses in the environment requires the con-
centration of wiruses into amell volumes. Common stan-
dardized operationzl procedures (S0Ps) were utilized for all
protoomls employed in this study, nduding sampling, virus
moncentration, nucleic acid extraction, gquanttative PCR
[QPCR) reseys and process controls and stendard plasrid
preparation.

All water samples were collected and concentrated using
the sldmmed milk flocoulation (SMF) protocol developed in
previous studies (Calgua et al., 2008, 2013b). When analyzing
river ar seawater semples, 10 L were collected and analyzed to
engure representative volumes for virus detection, wheress
50 mL of westewsater were enough to quantify viel genome
mpies. When necessary, condudivity wes sdjusted to =
minimum of 1.5 mScm” in fresh water samples by adding sea
salts (Sigma, Aldrich Chemie GMEH, Steinheim, Germany),
gnd then bath river water and seswater samples were ecidi-
fied to pH 3.5 using 1M HCL A pre-flocculated sldmmed milk
solution wes prepared by dissolving 10 g skimmed milk
powder (Difco, Detroit, ML, USA)in 1 L of ardfidal seawater &t
pH 3.5 (Sigma, Aldrich Chemie GMBH, Steinheim, Germany)
end sdding this to esch semple to & finsl concentraton of

Tahble 2 — Oligognmdeatide primers and probes used for the detection and quantification of wiral indicators.

Virus Primers Posidon® Sequence (-3 Reference
and probes
Human adenowvins ADF 18869 —18847 CWTACATGCACATCECSGE Hernroth etal , 20400
HAY ADR 18919—18937 CROGGGCRAATTGCACCAG
ADF 18889 —18916 FAM -COGGOCTCAGGTACTCOGAGGCGTCOCT-BHOL
JC Pohpomavirus JEaF 4317413 ATGTTTGOCAGTGATGAT GAAAA Falet al., 2006
TPy juch:y 2514377 GEAAMAGTCTT TAGGGTCTTCTACCTTT
hpchd 43134482 FAM-AGGATOCCAACACTCTACOCCACCTAA AAAGA-RHOL
Bowvine polyomavires OB-Fi1-1 N—2144 CTAGATCCTACOCTCAAGGGAAT Hundesa et al., 2010
BEyV QR-Ti-1 772198 TTACTTGGATCTGGACACCAAC
QB-F1-2 1452174 FAM-GACAAAGATGETGTGTATCCT GT TGA-BHGL
Porcine adenovines Q-PAAV-F 20N —20718 AMCGEOCGCTACTGCAAG Hhndesa =t al., 2009
FAdY) O-FAdV-R 2075120768 AGCAGCAGGCT CTTGAGG
Q-PALV-P 7R -7 FAM-CACATCCAGETGOOGC-BHL

* Thesequence positions are refermed to straine J1917.1 [HADV), NC 001699 1 (JCPyV), D19542 (BPyV] and ARI7A15 [PALV).
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0:01%. Semples were then stirred for 8h atroom temperature,
and g gre gates were permitted to sediment by gravity for 8h.
Supernatants were carefully removed, and the fnal volume
containing the sediment was centrifuged at 8000g for 30 min
at 4 °C. Pelets were suspended using 10 mL of phosphate
buffer &t pH 7.5 and stored &t —80 *C until nudeic acid [MA)
extraction was performed. Sewage samples were &lso
enalyzed for human end animal viruses in & westewater
treatment plant in the Hungarian case study using & protocol
described by Celgus et &l (2013&). Briefly, sewage samples
were mixed with 0.25N glycine buffer (pH 9.5) to elute viruses
from the organic matter and were then shaken for 30 min on
ice followed by centrifugation. The resulting supernatant was
processed following the SMF protoool.

WViral DNA was extrected from all semples using the
(lasmp Viral ENAkit {iagen, Inc., Valencia, CA). Adenovims
type 35 and UltraPure™ Diase/RMNase-Free distilled water
were used, respectively, a3 positive and negative control of the
HA extraction experiment Finally, NA elutes were stored at
=20 °C until use.

25, CQuantitative PCR assays

Specific real-time qPCR asseys were used to quantify HAQV,
JCPyV, PAQV and BPyV. Each gqPCR sasay contained a set of
specific primers and & TagMan™-flucrogenic probe. Both
human and snimal viral markers were quantified using
methods previously described (Teble ). Undilited and 10-fold
dilutions of the nucleic acid extracts were anelyzed in dupli-
cate. All gPCR assays included more than one non-template
control (NTC) to demonstrate that the mix did not produce
flucrescence. HAdV type 35 was the contral process in the
gstudy and dilutions of the stendard DNA were run in order to
eveluste potential enzymatic inhibiton due to inhibitors
present in the studied samples. Agein, UltraPure™ DN ase/
RMase-Free distilled water was used as negative process
control to demonstrate that no cross-contamination occurred.

3. Results

31 Quantification of viral markers n fe case studies

In this study, samples collected over eighteen months in five
river catchments with different land uses and climatological
conditons were enalyzed for four well-lnowen virel fecal
markers [HadV, JCPyV, PAAV and BPyV). Common S0Ps were
used in allleboratories fior the analysis of the samples. Positive
and negative cantrol process produced the expeced pogitive
and negative results in all the assaya. [nhibition was observed
when high levels of orgenic matter or sand occurred in water
samples. In that case, water wea allowed to sediment for 1 h,
the darified water was transferred to & new container and 1
mare logld dilution was included into the gPCR anelysis. The
regulting viral marker loads are plotted separately per virus,
sampling site end sesson, indicating percentages of positive
samples and geometric mean velues (Figs. 2 and 3). Dats is
presented for each sampling site by season: winter, spring,
summer and sutumn, except for the equatorial Negro River

catchment, where the climate is split into the rainy and dry
periods.

31.1. Glafkos river catchment

Human fecal contamin ation, tested by analyzing HAdV and
JCPyV, wea detected throughout the year but with low prev-
glence during autumn. During this sesson positive samples
were only identified in P1 and P4 {20%), and no JCPyV was
detected at any of the sampling points. PAQV and BPyV were
detected throughout the year in the river at both sampling
paoints; during summer, all river water samples upstrearn the
city of Patres (P1) exhibited positive wvalues for both pordne
end bovine viral markers. HAQV and JCPyV viruses were
detected in the Glafkos River atconcentrations up to 10°F GO/L,
wheress the animal vinwes BPyV and PAJV were detected at
concentrations up to 10* GC/L. The results for esch season are
represented in Figs. I and 3 panels A and B.

312 Llobregat nver catchment

Human fecsl contamination was the most important sourceof
contamination in this catchment HAQV was the most prev-
slent marker detected at all times and locations within the
Llobregat river catchment, with 100% of samples teating pos-
itive insprin gand summer. HAdV viruses were detected in the
Llobregat River at concentrations ranging 10°-10% GO/L.JCPyV
WES present &t concentretions up to 10% GO/L and with prev-
slence of sbout B0%. JCPyV wes found to be present
throughout spring, summer and autimn in many of the
seawster samples analyzed. Pordne fecal pollution was
detected in 30% of the summer samples &t the three sampling
sites at concentretions up to 107 GO/L (Fig. 3C), while bovine
was occasionally detected in spring and winter at concentra-
tions up to 10% GOL (Fig. 30).

313, Umed rver catchment

The results are summarized in Figs. 2 and 3 panels C and D.
Bovine contamination was found to be present with a high
prevalence throughout the yesr with @ mean value of
39 x 10 GOL and maxdmum snd minimum velues of
5.2 » 107 GC/L and &5 = 10" GC/L. The highest BPyV concen-
tration, 5.2 » 10% GO/L, was detected at site Ul located up-
atream of the Umeé urban center (Fig. 1) during sutumn when
livestock were grazing adjzcent fields, but the highest per-
centage of pogitives for BFyY were found during spring at the
downstresm site U3 [Fig. 3F). During winter, when ice covers
the river, the prevalence of both human markers was higher
than for the rest of the year: up to &0% for HAJV and 50% for
JCPyV with concentration s between 107 and 107 GO/L [Fig. 2E
and F). Porcine fecal polluton was detected occasionally in
winter (1724 samplea), summer (%48 samplea) and autumn (1/
42 semples) (Fig. 3E).

314. Tisza river catchment

A high lewel of fecal contamination, from both human and
animal arigin, was ohaerved in the Tiszs River. The results are
deacribedin Figs. 2 and 3 panels G and H. A prevalence of 100%
for HadV (human) was found at 21l sample sites and seasons,
and concentrations were as large as 10° GO/L. JCPyV concen-
trations renged from 10°-10* GC/L in winter and spring,
incressing to 10°-10° GC/L during summer and sutunn. The
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animel viral markers exhibited high prevalence at &ll sam-
pling sites throughout the yesr. For example, PAAV (pordne)
prevalence in winter renged between 55 and S0% among river
water sites and rose to 100% during spring and autumn, with
up to 100% in surnmer. The viral markems were alao quantified
in untrested sewage and secondary effluent after activated
sludge reatment. Human viruses were between 2 and 2.5 logx
higher in raw sewa gethan in fresh water. A high prevalence of
zll human and enimalviruses was observed in the wastewater
samples, although human viruses were more sbundant As
expected, all rew sewage samples (n = 33) were positive for
both human markers at mean concentrations of E7 and
9.2 « 10° ao/L Secondary effluents (n = 32) were also 100%
positive for HAdV, and approximately 80% were positive for
JCPyV with concentrations betareen 1.3 and 1.2 = 108 GOL,
respectively. Animal viruses were also detected in sewage
samples; parcine fecal pollution rose to 27 and 1.4 = 107 GO/L
in raw and secondary effluents, respectively (with more than
95% poaitive samples), and bovine fecal pollution was detec-
ted at mesn concentrations of 3.1 = 10° GO/L in 90% of raw
sewage samples and 24 x 10® B0/L in secondary effluents
(B8% poaitive). In winter mean values were reduced by

approdmately 1 logld.

3.15. Negro river catchment

The prevalence of HAAV (human) in the Negro River was 100%
at all sample sites except for gite M1, which was located up-
atream of the city, end during the rainy sesson at site M4,
which was simeted downstream the city of Maneua. HadV
concentrations were present in inorements of up to 2 logl0
throughout the city, with & concentration of up to 6.6 = 107 GG/
L upstream (M1) and up to 1.4 = 10° GO/L when sampling
downstresm of the city [MZ). JICPyV was prevalent throughout
the year at lower concentrations than HAAV, specifically
B2 » 107 versus 56 » 10% GO/L during the rainy sezson and
21 = 10* versus 4.5 = 10° GC/L during the dry season. The
number of positive samples was also lower during the rainy
perioda: 58 and 3% for JCPyV versus 90 and 91% for HAQV for
the miny and dry periods, reapectively. Both human markers
were maore prevalent during the dry sesson. The animal
markers were rarely detected, with only two positive samples
for PAAV (porcine] during the dry season and five positive
samples for BPyV (bovine} during the rainy peried at concen-
trations between 107 and 10" GC/L for both. The results are
presented in Figs. Zand 3 panels [ and J.

4, Discussion

In this study, novel parameters were investigeted &3 mioobial
source-tracking toola designed to map the origing of fecal
contamination to human (HAdY and JCPyV), porcine or bovine
(PAAV and BPyV) viruses. DN A-based virel tools were applied
in five different riveracenarics in five countries: Greece, Spain,
Sweden, Hungary and Brazil.

The protocols used in the study have been shown to be
emaily applicable n routine analygia of & wide diversity of
water matrices. The estimated recovery efficiencies of the
concentration method, evaluated in previous studies, are be-
twreen 30 and 95% for adenovinm and between 55 and 9% for

IC polyomavirus (Calgus et g1, 2013h). At all case study sites,
hurmnan merkerswere detected in river and seswater samples.
The theoretical limit of detedion of the quantification proto-
ool was 80 GO/L. The analyzed human wviruses have been
described and quantified in previous atudies in aswage and
river water (Bofill-Mas et al., 2000, 2006; Misgostovich et al,
2008, Fumian et &l., 3010; Staley et al, 301%), and the results
obtained in this study confirm that human fecsl contaming-
tion is widespresd and also that viral tools are applicable as
fecal ndicators in all geographical areas studied.

The results desaibe five different locations with spedfic
characteristics and contamination patterns in each stdied
ares. In the city of Manaus, mw sewage i discharged directly
into the Negro River, and the receiving water exhibits high
viral loeds, with HAdV and JCPyV detected at mesn concen-
tratioms of 10% GO/L and 10* GC/L, respectively. The absence of
gignificant bovine or pordne markers is in agreement with
aveilable information describing the absence of any signifi-
cant farmin g activity in the area.

The Tisza River area exhibited very high numbers of posi-
tive samples both for human and animal viruses, with
inaessing downstream levels reflecting the urban discharges
in the area. Intensive lvestock farming is practiced
throughout the basin, specificelly around Szolnok, where 13
pig farms end 20 deiry farms are located immedistely up-
stream of the sampling sites. All the farms and slaughter-
house effluents are treated in the urban WWTF. Both parcine
and bovine contaminations were highly sbundant and
exhibited lower concentrations in winter, while higher values
for both human and animal contamination were present in
summer and autumn. The Tiza is one of the mein rivers of
Centrl Europe, with sessonal flooding in early spring and
early summer. Although these flows will dilme fecal
contemingtion, may represent & significant microbiological
rigk for the population, considering the high level of human
end animal contemination observed &ll over the sampling
periods.

Two rivers were studied in the Mediterrenesn area: the
Llobregat River (17 m'/s), in Catzlonia, which i heavily
impaced by momr than 50 urban sewage trestment plant
secondary effluents, and the Glafkos River in the European
East Mediterranean, & smaler river (5 m/s) with a flow that is
also highly dependent on rainfzll and that drastically de-
esses in summer up to 1 m'/s. The Llobregat River exhibited
human fecal contamination as the most significant source of
pollution, which reflectas the high amount of secondary
effluent discharged into the river basin (from mare than ffty
plants). The Glafkos River presented a different profile, with
varizhle concentrations over the year from both human and
farmn animals. Humen settlements and animals drinking
directly in the river were cbaerved during the summer period
posing arisk of direct voiding of urine/feces and uncontralled
diacharges. Rain events in the Glafkos River may rapidly affect
water quality. Reiny periods with higher river flowrs represent
higher dilution levels of fecal contaminstion and wiral
markers in river and seawater. In agreement with this, lower
numbers of HAQV and JCPyV were observed in sutumnn (the
mast comman reiny seeson in Mediterrenesn areas) in Greece
and Spain. The Patras River samples that were tested pre-
sented high levels of animal polluion, while seawsater
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samples primanly indicated humean pollution; this suggests
(a5 expected) that other fecal urban discharges may influence
the microbiological quality of seswater in the ares. This in-
formation has been confirmed, and several treated sewage
discharges were also iden tified in the studied beach area. Itis
important to note the high levels of viral conteminstion
observed in seawater samples during the summer period
Reduction in river flow levela resultain a lower dilution of viral
input end therefore incressed viral contaminstion when dis-
charginginto the ses, poging & public heslth risk

The predicted reduction in total minfall andthe number of
summer rainfall events as & result of climate change would
produce lower river flows and likely higher varigbility in fecal
contamination levels, particularly where treated or untreated
wastewater represents & significant proportion of the river
water flow (Kay et zl, 3011). Therefore, drought events could
reprezent & reduction in water quality due to sewage con-
centration and animal effluents, although environmental die-
off of microbial pollutants would also be enhanced under such
low-flow conditiona. Although most communities in the
Glafkos, Llobregat, Umedlven and Tisza catchments treat their
wastewaeter, present sewapge trestment systems are not
degigned to spedfically reduce virus concentretions, and high
viral loads were observed in the receiving water bodiea.

In the more rural Swedish catchment, the main aource of
fecal contamination wes identified &s being produced by
bovine cattle. High concentrations of bovine viral markers
were observed in all seasons, with the lower contemination
levels during winter months, probably related to the fact that
livestock is indoors and diffuse contaminstion isreduced. The
strong ice cover formed on the river surface and the bow
tem peratures could protect viruses against inactivetion. Low
levels of human fecal viral MST markers were detected at this
gite, with & low numberof positives and concentrations 1 1ogys
lowrer than those obaerved for BPyV.

In order to standardize the qPCR assay in different labo-
ratories, reproducibility tests, reference materiak and com-
mon standard DMA suspensions could be needed. In this
gtudy the viral concentration and quantification wes robust
and reproducible when analyzing teenty repested water
matrices, spedfically niver or seawater. Coefficients of vari-
ance were (.64 for HadV in river water and 0.41 for JCPyV in
seaweter respectively (Data not shown). Simple cost-effective
protocola are available for the quantification of AdV and PyV
in routine laboratories with responsibilifies for water quality.
The resulis of this study probe the fessibility of using the
proposed protocolk and viml markers for quantification of the
levels and sources of fecal contamination in river catchments
in any geographical area.

5. Concusions

1. The nowvel MST tools desdaibed in this paper hawve been
shown to be specific, sensitive and provide quantitative
data describing source-specific fecal impact in river
catchments in different geographical aress.

1. The protocols end viral markers applied in this mult-
laboratory study have proven to be robust, cost-effective
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and epplicable for routine MST analysis in &ll types of
water matrices and geographical areas.

3. The humen HAJV and JCPyV) and animal (PAdV and BPyV)
viruses analyzed in this study identified the sources of
fecal contamination in all river catchment aress analyzed
in Europe and in South America.

4. The application of viral MST took to river catchments
clearly reflects the exploitative pressures in these respec-
twve areas, either from human or animal sources, and will
contribute to risk assessment analysis and define remedi-
ation actiona.
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Anexo 7. Artigo para submissdo

Esse artigo compreende os resultados de deteccdo e quantificacdo de virus gastroentéricos
humanos cléssicos e emergentes nos ecossistemas aquaticos da cidade de Manaus
investigados na maior cheia j& enfrentada pela cidade. Ele ser& submetido na revista Journal
of Environmental Management, de fator de impacto 2,723.

177



© 0O N O O A W N -

10
11

12
13
14
15

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

DISSEMINATION OF HUMAN GASTROENTERIC VIRUSES AT RIVER WATERS
OF MANAUS DURING THE MOST SEVERE AMAZONIAN FLOOD SEASON.

Carmen Baur Vieira®", Adriana de Abreu Corréa®!, Michele Silva de Jesus®, Sérgio Luiz
Bessa Luz®, Peter Wyn-Jones®, David Kay®, Moénica Simdes Rocha?, Marize Pereira

Miagostovich?

Laboratory of Comparative and Environmental Virology, Oswaldo Cruz Institute (I0C),
Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ), Pavilhdo Helio e Peggy Pereira, Avenida Brasil,
4365, Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil, 21040-360; e-mails: c.baur@ioc.fiocruz.br
(C.B. Vieira) and marizepm@ioc.fiocruz.br (M.P. Miagostovich)

bResearch Programme on Infectious Disease Ecology in the Amazon, Lednidas & Maria
Deane Institute, Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ), Rua Terezina, 476, Adrianopolis,
Manaus, AM, Brasil, 69057-070; e-mails: michele@amazonia.fiocruz.br (M.S. Jesus) and

sergioluz@amazonia.fiocruz.br (S.L.B. Luz)

°Department of Geography and Earth Sciences (DGES), Aberystwyth University, Penglais
Campus, Aberystwyth, Ceredigion SY23 3DB, UK; e-mails: pyw@aber.ac.uk (P. Wyn-Jones)

and_dave@crehkay.demon.co.uk (D. Kay)

“Corresponding author: Carmen Baur Vieira. Mailing address: Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Laboratério de Virologia Comparada e Ambiental, Pavilhdo Helio e Peggy
Pereira, sala B203, Av. Brasil 4.365, Manguinhos, 21040-360, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
Phone +5521-25621923. Fax: +5521- 25622921. E-mail: c.baur@ioc.fiocruz.br

178


mailto:c.baur@ioc.fiocruz.br
mailto:marizepm@ioc.fiocruz.br
mailto:michele@amazonia.fiocruz.br
mailto:sergioluz@amazonia.fiocruz.br
mailto:pyw@aber.ac.uk
mailto:dave@crehkay.demon.co.uk
mailto:c.baur@ioc.fiocruz.br

© 0O N o o B~ W DN

W W W W W W NN NN N DD NN DN DNDDN P P PR R R PR R
g B W N P O © 0 N OO O B WO N P O O 0o N OO 0o B W N, O

ABSTRACT

During the annual Amazonian flood season in 2012, Negro River reached up to its maximum
level in 110 years, submerging residential and commercial areas and increasing gastroenteritis
cases in the flooded regions in the city of Manaus. The aim of this study was to assess the
dissemination of the main viral etiological agents of acute gastroenteritis, including emerging
viruses, in aquatic environments of Manaus during this extreme flood event. Human
adenovirus (HAdV), group A rotavirus (RVA), genogroup Il (NoV GII) and IV (NoV GIV)
norovirus, human astrovirus (AstV), sapovirus (SaV), klassevirus (KV), bocavirus (HBoV),
and aichivirus (AiV) were detected and characterized by the association of organic
flocculation concentration and molecular methodologies. HAdV was the most prevalent virus
(100%), followed by RVA (77.5%) and NoV Gl (27.5%). NoV GIV, AstV, SaV, KV, HBoV
and AiV were not detected. Viruses concentrations ranged from 102 to 10® GC/L. Molecular
characterization identified HAdV 2 and 41 and G2, P[6], and [P8] RVA strains. Statistical
analyzes showed correlations between river level and reported gastroenteritis cases, and
significant differences between virus concentrations during this extreme event and normal dry
and flood seasons of Negro River. This study demonstrates the impact of an extreme flood
season on the population health. Integrating the detection of those host-specific pathogens
with established water quality indicators helps authorities to better understand the
contamination of aquatic environments under extreme scenarios, and helps on a better water

quality management and evaluation of human health risks.

Keywords: Flood, enteric viruses, gPCR, Amazon
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1. Introduction

Health outcomes of flooding include waterborne diseases, especially those transmitted
by fecal-oral route, and a wide range of infectious illnesses resulting from the contact with
contaminated floodwater have been described (Alderman et al., 2012; Kunii et al., 2002).
Gastroenteritis appears to be an important disease during flood and post-flood conditions,
although the risk is higher in low-income countries and low socio-economic groups, where
there is a lack of sanitation and poor hygiene conditions (Alderman et al., 2012; Hashizume et
al., 2008; Kunii et al., 2002). Important etiological agents of diarrhea, viruses have been
detected in floodwaters, being a risk of viral gastroenteritis due to human contact with
contaminated floodwater previously described (de Man et al., 2014; Fewtrell et al., 2011;
Phanuwan et al., 2006; Schwartz et al., 2006; Vieira et al., submitted).

Floods are part of the natural climate variation in the Amazon region. Its floodplains
are seasonally exposed to inundations and recessions every year due to the rainy season in the
Amazon Basin, which is from November to April. However, because of the basin’s slope,
there is a delay between the precipitation period and the flood of the rivers in central and
eastern parts of the basin (Marengo et al., 2013; Satyamurty et al., 2013).

Manaus is located in the heart of the Amazon forest, northern of Brazil. The city sits
on the banks of the Negro River, which presents an interannual hydrological cycle based on
the previously cited Amazonian rainy season. It usually reaches its maximum and minimum
levels in June and in October, respectively (Satyamurty et al., 2013).

The inhabitants of Manaus have a close relation with the network of rivers that cross
the city and are well adapted to this hydrological regime (Marengo et al., 2013). Water is used
for recreation, water supply, transport, commerce, and home activities. Due to the unplanned
growth of the city, it presents environmental and social problems such as eutrophication and
contamination of river waters by discharge of raw sewage. Moreover, some people live in
wooden houses built along the riverbanks of the small streams that cross the city (igarapés),
where the sanitary and hygiene conditions are extremely poor (Couceiro et al., 2007; Melo et
al., 2013).

The rising of Negro River in 2012 was the highest observed since 1902, when the first
measure was carried out. It reached 29.97 m on 29 May 2012, flooding 16 neighborhoods of
Manaus, affecting more than 29,000 people (Marengo et al., 2013; Satyamurty et al., 2013).
This level was maintained for 10 days and several residential and commercial areas were

submerged, especially the riverine ones (Fig. 1). Diarrhea was reported as the main disease
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recorded by the Municipal Health Department in homes affected by the flooding and public
concerns were raised about the risk of transmission of infectious diseases in these flooded

areas.

Fig. 1. Flooded areas during the most severe flood season of Negro River, Manaus, 2012.

The aim of this study was to demonstrate the dissemination of gastroenteric viruses
disseminated in the Negro River basin, Amazon region, during this extreme flood season, and
which could be responsible for the increase in the number of the reported gastroenteritis cases,

helping authorities on further management strategies.
2. Materials and methods
2.1. Study area

Manaus is the capital of Amazonas, the largest Brazilian state, located in the northern
area of the country, in the heart of the Amazon forest. The city of 2,020,301 inhabitants
(IBGE, 2015) is surrounded by a dense hydrographic network, composed by four main basins,
all contributors of the main Negro River catchment: the Taruma-Acu and Puraquequara,
partially situated within the urban area, and the S& Raimundo and Educandos, within the
urban area of Manaus.

The Negro River basin has an area of 691,000 km?, representing 12% of the Amazon
Basin, 2,250 km in length, and mean flow of 28,000 m%/s (Frappart et al., 2005; Villar et al.,
2009). This blackwater river is the left tributary of the Amazon River and connects Manaus to
other cities in the northern of Brazil. Due to the disordered urbanization process of Manaus,
urban streams (igarapés) of the city are strongly impacted by the complete or partial removal
of riparian vegetation and by pollution from garbage and raw sewage that are discharged into
these waters.

Five precisely positioned sampling sites were defined using global positioning system
(GPS, eTREX Legend H, Garmin Ltd., Olathe, KS, USA): three sites at Negro River outlining
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the city of Manaus (MAO1, MAO4 and MAO05) and two at small streams that cross the city
(MAO02 and MAO03) (Fig. 2).

MAOL ®

M.'m.aus
MAD2 @

MAD3 @

MADY @
MAOS

AMAZONAS STATE

Fig. 2. Map of the study area and geographical distribution of the sampling sites (MAOL —
MAO5). MAO1- Ponta Negra Beach, MAQ2 - Sdo Raimundo (igarapé), MAO3 - Educandos
(igarapé), MAO4 - Negro River/Educandos and MAO5 - Negro River (end of urban area of

Manaus)

MAOL1 represents an official recreational area of Manaus in Negro River, named Ponta
Negra Beach, and is located in the beginning of the urban area of the city. MA02 and MAO3
are located at Sdo Raimundo and Quarenta igarapés, main streams of Sdo Raimundo and
Educandos basins, respectively. They are tributaries of Negro River and receive raw sewage
discharge from several neighborhoods of Manaus. In both areas, there are people living in
wooden houses (palafitas) constructed in the riverbanks. MAO4 is located near the mouth of
Quarenta igarapé and MAOS5 is located adjacent to a Port and represents the end of the urban

area along the river.

2.2. Sampling schedule and virus concentration method

From 11" to 15" June 2012, eight ten-liter water samples were collected every 15
minutes in each sampling site. They were collected in sterile bottles and transferred to the
laboratory, where they were immediately processed.

For controls, an extra ten-liter sample was collected in each sampling point and spiked

with 10° genome copies (GC) of human adenovirus 35 (HAdV 35) for viral recovery
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experiments and a tap water containing 100 mL of a solution of 10% sodium thiosulphate was
processed as a negative control.

All water samples were concentrated by a flocculation method based on the adsorption of
viruses to pre-flocculated skimmed milk proteins (Calgua et al., 2013). Briefly, conductivity
of water samples was measured and adjusted to 1.5 mS by the addition of solid artificial sea
salts (Sigma—Aldrich Chemie GMBH, Steinheim, Germany) and to pH 3.5 by the addition of
HCI 1 N. One hundred mL of pre-flocculated 1 % (w/v) skimmed milk solution (PSM) pH 3.5
(Sigma-Aldrich Chemie GMBH, Steinheim, Germany) was then added into the samples,
which were stirred gently for 8 hs at room temperature for the adsorption of viruses to the
flocs. The flocs were left to sediment by gravity for another 8 hs and the supernatants were
removed without disturbing the sediment using a peristaltic pump. The remaining volumes
with the sediment (approximate 500 mL) were centrifuged at 8,000 xg for 30 min at 4 °C. The
supernatants were carefully removed and pellets were re-dissolved to ~10 mL with phosphate
buffer (1:2 v/v of NazHPO4 0.2 M and NaH2PO4 0.2 M) pH 7.5. Viral concentrates were
homogenized by vortexing and aliquots of 2 mL were prepared and stored at -80 °C for

further viral analysis.

2.3. Nucleic acid extraction and reverse transcription reaction (RT)

Nucleic acid extractions were performed from the concentrate by QlAamp Viral RNA
Mini Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA), following the manufacturer’s protocol. cDNA
was obtained by RT using random primer (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA).

For all molecular procedures, four separated rooms were used to avoid cross
contamination. Positives and negative controls were also included for controlling the process.

2.4. Virus detection and quantification

gPCR protocols for HAdV, RVA, genogroups 1l (NoV GII) and IV NoV (NoV GI1V),
SaV, HAstV, KV, HBoV, and AiV detection and quantification were performed as previously
described (Table 1). They were all performed with TagMan Environmental PCR Master
Mix® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), except those for NoV GIlI and SaV,
which were performed with RNA Ultrasense™ One-step Quantitative RT-PCR System
(Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and QuantiTect Probe PCR Kit
(Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA), respectively.
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1 Tablel
2  Oligonucleotide primers and probes used for detection, quantification and molecular

3  characterization of classic and emerging enteric viruses.

Genome
Viruses Primers and probes _ References
Region
HAdV? AdF, AdR and AdP Hexon Hernroth et al., 2002
RVA? NSP3F, NSP3R and NSP3p NSP3 Zeng et al., 2008
Kageyama et al., 2003;
NoV GII2 QNIF2d, COG2R and QNIFS Capsid : y
Loisy et al., 2005
ORF1-
NoV GIV?2 4F, 4R and Ring 4 Trujillo et al., 2006
ORF2
SaV124F, SaV1F, SaV5F, |
olymerase-
Sav? SaV1245R, SaV124TP and Poly _ Oka et al., 2006
SaV5TP capsid
ORF1b-
HAstV? AstVF, AstVR and AstVVP Dai et al., 2010
ORF2
Kv? KLAF, KLAReKLAP 5 UTR Haramoto et al., 2013
HBoV1F, HBoV234F, HBoV1R,
HBoV*? UTR- NS1 Kantola et al., 2010
HBoV24R, HBoV3R and H1234p
) AiV-AB-F, AiV-AB-R, AiV-AB- ) o
AiV? TP ANV-ATP 6 AiV-B.TP Capsid Kitajima et al., 2013
, AiV-A-TP e AiV-B-
HAdV® HEX 1 and HEX 2 Hexon Allard el at., 2001
RVAD 4con2, 4con3,1T1,1T1-Wa, 1T1- VP4 Gentsch et al. 1992;
VN, 2T1, 3T1,4T1 and 5T1 WHO, 2009
Das et al., 1994;
9conl, 9con2,9T1-1, 9T1-2, 9T- vP7 Fischer et al., 2000;
3P, 9T-4, 9T-9B and 9FT5 Gouvea et al., 1994:
WHO, 2009
Beuret et al., 2002;
Mon 431, Mon 432, G2SKR and ORF1-
NoV?® Kageyama et al., 2003;

COG2R ORF2
Kojima et al., 2002

4 ®Primes and probes used for detection and quantification (QPCR); °Primes used for molecular

5 characterization (PCR);

184



© 00 N o O A W N e

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

All gPCR reactions were carried out in an ABI PRISM 7500® Real-Time System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Undiluted and 10-fold dilutions of the nucleic
acid extract and cDNA were analyzed in duplicate and concentrations were estimated as the
mean of data obtained, correcting for the dilution analyzed. All gPCR assays included non-
template controls (NTC).

2.5. Molecular characterization

gPCR positive samples were submitted to PCR protocols with sets of primers that
amplify specific regions used for virus characterization (Table 1). RVA positive samples were
characterized by a semi-nested PCR amplification with primers that target fragments that code
for the main structural capsid proteins (VP4 and VP7) and which allows the genotyping by
the size of the amplicon. HAdV and NoV GII were characterized by parcial sequencing of the
regions that code for hexon and ORF1-ORF2 junction regions, respectively.

The amplicons obtained from PCR positive samples were purified using QIAquick Gel
Extraction Kit and QIAquick and PCR Purification kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA),
following the manufacturer’s recommendations. The purified DNA amplicons were
sequenced using the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) and ABI Prism 3100 Genetic Analyzer sequencer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequences were edited and aligned using BioEdit
Sequence Alignment Editor Program (Hall, 1999) and subsequently compared to those
available in the GenBank database using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

2.6. Bacteriological parameters

Escherichia coli (E. coli) and enterococci were quantified by Colilert® and Enterolert®
Quanti-Tray®/2000 (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA), respectively, and
results were reported as most probable number per 100 mL (MPN/100 mL). Samples were
tested undiluted and using 10-fold dilutions.

Brazilian regulation establishes a maximum of 2,000 and 400 MPN/100 mL of E. coli

and enterococci, respectively, as standards for recreational waters (Brasil, 2000).
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2.7. Physicochemical parameters

Water temperature (°C), pH, turbidity (in nephelometric turbidity units - NTU) and
conductivity (uS/cm) were measured in all samples at the time of collection using Water
Quality Checker U-10 (Horiba, Ltda., Irvine, CA, USA).

2.8. Gastroenteritis and Negro River level data

Monthly surveillance data on gastroenteritis cases from January 2011 to December
2012 were obtained from Brazilian Program of Monitoring Acute Diarrheal Diseases
(MDDA). All diarrhea cases were diagnosed by clinical symptoms but there is no available
laboratorial data on the etiological agent.

River level data of Manaus were obtained from Port of Manaus (2015).

2.9. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 5.0. Data were
checked for normality in raw and logio transformed states using Shapiro-Wilk normality test.
Both showed significance from normality (p<0.0001).

Mann-Whitney test was performed for comparing virus concentration during this extreme
flood season with virus concentration in normal dry and flood seasons in 2011 (Vieira et al.,
submitted). For comparing concentrations, only positive samples were included.

Correlation analysis between river level and monthly reported gastroenteritis cases in
2011 and 2012 was carried out using non-parametric Spearman correlation.

Results were considered statistically significant when p<0.05.

3. Results

3.1. Virus detection, quantification and molecular characterization

A total of 40 water samples were collected during the most severe flood season of
Negro River in Manaus in 2012, in samplings points representing both Negro River and
igarapés. All samples were positive for at least one virus type. HAdV was the most prevalent
virus (100%), followed by RVA (77.5%) and NoV GlI (27.5%). NoV GIV, SaV, HAstV, KV,

HBoV and AiV were not detected.
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Experimental results estimated recovery rates of HAdV 35 of 62%, 63%, 135%, 81%
and 134% in MAOL to MAOQS5, respectively.

Twelve strains out of the 40 HAdV positive samples were nucleotide sequenced, being
eleven closely related with HAdV 41 (99% of nucleotide identity) and one with HAdV 2
(99%).

Of the 31 RVA-positive samples, 18 samples were successfully characterized by G
and P typing. Based on the amplification of 244 bp and 267 bp fragments, nine samples were
characterized as G2 (3 from MAO02, 1 from MAOQ3, 1 from MA04 and 4 from MAOS5) and nine
samples were characterized as P6 (3 from MAO2, 3 from MAO4 and 3 from MAOQ5),
respectively. Of this total, only three samples from MAOQO5 were characterized for both
genotypes. Furthermore, one out of these 3 samples also presented a 345 bp fragment, which
is characteristic of P8 RVA genotype, thus being detected G2, P6 and P8 genotypes in this
sample. No positive results by nPCR for NoV GII were observed.

Fig. 3 shows virus and bacteria concentrations according to the sampling points.
Considering the recreational area (MAO1), only HAdV were detected, in concentrations of
103-10* GC/L. MAO02 to MAO5 water samples were positive for all viruses, except MAO3,
which was negative for NoV GII. The highest contaminated points were two small streams
MAO2 and MAO3, where concentrations were 10°-10° GC/L for HAdV and 10%-10° GC/L for
RVA. NoV GlI concentration was 10°-10* GC/L in all sampling points.
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Fig. 3. Virus and bacteria quantifications in each of the eight samples collected according to
sampling location during flood season on Negro River, in Manaus, 2012. Horizontal lines
represent median of concentrations. HAdV - human adenovirus, RVA - group A rotavirus,
NoV GlI - genogroup Il norovirus, E. coli - Escherichia coli. MAO1- Ponta Negra Beach,
MAOQO2 - Sdo Raimundo (igarapé), MAO03 - Educandos (igarapé), MAO04 - Negro

River/Educandos and MAO5 - Negro River (end of urban area of Manaus)

Viruses concentration obtained during this extreme flood event were compared to
those previously obtained (Vieira et al., submitted) in samplings carried out in the same points
in the dry (October) and flood (July) seasons in 2011 (Table 3 and Fig. 4). Different rates of
detection were observed, mainly for RVA and NoV Gll, and therefore concentrations could
not be compared: RVA was not detected either in sampling points in the flood or in the dry
season in 2011 and NoV GIl was only detected in the extreme flood event in 2012.

Significant differences on viruses concentrations were observed for HAdV and RVA.
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1 Table3
2  P-values obtained from Mann-Whitney test for comparison of virus concentration in the
3 extreme flood season in 2012 and dry and flood seasons in 2011.

Sampling HAdV RVA NoV GllI

points Flood Dry Flood Dry Flood Dry

MAO1 0.6454  0.1949 - - - -

MAOQ2 0.8785 0.0003' 0.01042 - - -

MAO3 0.00022 0.0002°> 0.00062 - - -

MAO4  0.0002% 0.04442 - - - -

MAO5 0.00022  0.00022 - - - -

Total  <0.0001> 0.0693 <0.0001%> - - -
Ylower concentrations in extreme flood season in 2012; higher concentrations in extreme
flood season in 2012; MAO1- Ponta Negra Beach, MAQ2 - Sdo Raimundo (igarapé), MAO3 -
Educandos (igarapé), MAO4 - Negro River/Educandos and MAO5 - Negro River (end of
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urban area of Manaus)
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Fig. 4. Human adenovirus (HAdV), group A rotavirus (RVA) and genogroup Il norovirus (NoV GII) concentrations during the extreme flood
season of Negro River in 2012 and in the dry and flood seasons in 2011. MAO1 - Ponta Negra Beach, MAQ2 - Sdo Raimundo (igarapé), MAO3 -
Educandos (igarapé), MAO4 - Negro River/Educandos and MAOQ5 - Negro River (end of urban area of Manaus)
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3.2. Correlation between river level and gastrointestinal illness

Data collected under the Brazilian Program of Monitoring Acute Diarrheal Diseases
(MDDA, 2015) showed that reported gastroenteritis cases increased from 5942 in April to 6158
in May and to 8867 in June 2012 and it was observed an increase in the number of these cases in
association with in Negro River level (Fig. 5). Calculated Spearman correlations between river
level and monthly reported gastroenteritis cases were -0.256 (p=0,422) and 0,713 (p=0,009) for
2011 and 2012, respectively.
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--- Reported gastroenteritis cases — Negro River level (m)

Fig. 5. Number of reported gastroenteritis cases and Negro River level in Manaus in 2011 and
2012. Sources: Brazilian Program of Monitoring Acute Diarrheal Diseases (MDDA, 2015) and
Port of Manaus (2015).

3.3. Quantification of E. coli and enterococci as microbiological standards of human fecal

contamination of water and correlation with viruses

E. coli and enterococci were detected in all samples, but the most contaminated areas
were Educandos igarapé (MAO03) and Negro River near the mouth of this stream (MAO04), where
their counts were 102-10° MPN/100 mL and 10%-10> MPN/100 mL, respectively (Fig. 3). MA02
also presented high concentrations of enterococci. Considering Brazilian regulation, all water
samples, including those from the recreational area (MAOQ1), was compliant with the standards for

both indicators.
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3.4. Physicochemical parameters

Median of pH, conductivity, turbidity and temperature at each sampling area are shown in
Fig. 7. Physicochemical parameters did not present different values between sampling sites,
except turbidity and conductivity, which were higher in MAO1 and in MAQO2 and MO03,

respectively.

MAO1 MAO02 MAO03 MAO4 MAOS
—4—Temperature (°C) =—@=pH
=dr—Conductivity (us/cm) —e=Turbidity (NTU)

Fig. 7. Median values of physicochemical parameters at each sampling point during Manaus
flood event in 2012. MAO1- Ponta Negra Beach, MAO2 - Sdo Raimundo (igarapé), MAO3 -
Educandos (igarapé), MAO4 - Negro River/Educandos and MAO5 - Negro River (end of urban
area of Manaus)

4. Discussion

This study shows the occurrence and concentration of human enteric viruses in river
waters of Manaus during the worst flood season of Negro River in more than 100 years via PCR
assays. Given floods are part of the natural climate variability in Manaus, the city featured the
long-lasting and second-worst (2009) and most intense (2012) floods in recent history (Marengo
et al., 2013), and the lack of basic sanitation in the city, it is especially important that more data
on pathogen concentrations in aquatic environments of Manaus are collected to make a more
reliable scenario of human exposure and health risks.

gPCR data showed the dissemination of enteric viruses in all aquatic environments of
Manaus, being the igarapés the most contaminated areas. The dissemination and high

concentrations of viruses observed in these small streams directly affect the riverine communities
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whose houses were flooded and who use these waters for many purposes, such as home activities
and transport. The risk of exposure to these flood-associated pathogens could be mitigated by
keeping inhabitants away from flooded areas. However, in Manaus, most people stay at home by
the construction of wooden floors above the floodwater and also wooden bridges in the flooded.
As the receding of Negro River increases, populations remove these structures and start again
their housing conditions. However, the risk cannot be neglected, since the risk of gastrointestinal
diseases seems to be important also in the post-flood periods by clean-up procedures or by
secondary person-to-person transmission (Fewtrell & Smith, 2007; Fewtrell et al., 2011;
Hashizume et al., 2008; Schmid et al., 2005).

As these sewage-like igarapés are tributaries of the Negro River, they transport those
viruses through the environment by natural water flow to it, increasing viruses concentration in
this main river, despite the Negro River dilution capacity due to its water volume. Although being
the least contaminated site, HAdV was detected at the recreational area (MAOQ1), as it has been
observed in freshwater beaches in USA (Lee et al., 2014; Wong et al., 2009).

Infectious diarrheal diseases appear as a major concern of public health problems in areas
impacted by flooding, especially in areas where the population does not have access to clean
water and sanitation (Schwartz et al 2006; Ding et al., 2013). Despite being decreed a state of
emergency in Manaus during this flood event and the distribution of medicines, diarrhea was as
an important disease in flooded areas. Accounting for a large number of waterborne
gastrointestinal illnesses around the world, gastroenteric viruses were detected in the aquatic
environments of Manaus and therefore could cause infection and illness in people who were
exposed to these contaminated waters. The lack of laboratory data characterizing etiological
agents of diarrhea in Manaus did not allow carrying out specific correlation studies between
gastroenteritis cases and those viral pathogens. However, Spearman correlations demonstrated
that there was a positive correlation between river level and monthly reported gastroenteritis
cases in 2012. Studies carried out in China and Germany also showed that flooding contributed to
an increased risk of infectious diarrheas in flooded areas, being the contact with floodwater the
major risk factor (Ding et al., 2013; Schnitzler et al., 2007).

HAdV was the most prevalent virus, being detected in all studied aquatic ecosystems of
Manaus during this extreme event. This virus has been pointed out as candidate of viral indicator
of human fecal contamination in water samples due to its prevalence in the population and

environment, human host specificity, and survival in the environment (Albinana-Gimenez et al.,
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2009; Bofill-Mas et al., 2000; Hewitt et al., 2013; Lee et al., 2014; Pina et al., 1998). HAdV
positive samples were closely related to HAdV 41 and HAdV 2 isolates, which belong to human
mastadenovirus species F and C (ICTV, 2015), respectively. HAdV 41 is responsible for
gastrointestinal diseases in young patients and have been the most prevalent virus in sewage,
sewage-polluted and flood waters (Fumian et al., 2013; Hartmann et al., 2013; Kuo et al., 2015;
Ogorzaly et al., 2015; Osuolale & Okoh, 2015; Rohayem et al., 2006). It is transmitted by the
fecal-oral route, being these impacted surface waters of Manaus a potential risk to public health
due to its contagiousness for young swimmers. Even though only one positive sample was
characterized as HAdV2 serotype, it causes respiratory diseases and has also been detected in
sewage samples (Ogorzaly et al., 2015; Osuolale & Okoh, 2015).

RVA was detected in all sampling sites, except in MAOL. RVA is the most important viral
etiological agent of acute gastroenteritis in Brazil and accounted for 45% of cases of acute
diarrhea in children under three years attended in public hospitals in Manaus (Carvalho-Costa et
al., 2011; Leite et al., 2008; Melo et al., 2013). This virus was the most detected virus in aquatic
environments of the city in a study carried out in 2004-2005 (Ferreira et al., 2009; Miagostovich
et al., 2008) and higher RVA detection and concentrations were observed in the flood season of
Negro River in an eighteen-month surveillance study recently carried out in Manaus (Vieira et
al., submitted). RVA was also detected in floodwaters in Thailand (Ngaosuwankul et al., 2013)
and was the second most frequently identified flood-associated pathogen in Bangladesh during
the three consecutive floods in 1988, 1998, and 2004 (Ahmed et al., 1991; Schwartz et al., 2006),
when its detection was associated with an increase in gastroenteritis cases during and/or after the
flood.

The PCR-based methods for RVA typing provided a useful tool to assess the circulation
of G2 and P6 strains in river waters of Manaus. Studies carried out with clinical and
environmental samples showed that these genotypes have been detected in Brazil, including in
Manaus (Fumian et al., 2011; Gomez et al., 2013; Maestri et al., 2012; Melo et al., 2013; Oliveira
et al., 2012). The detection of RVA [P8] demonstrates its low prevalence when compared to other
genotypes and indicates its continuous circulation in the population, despite the RVA vaccination
program with the monovalent G1[P8] established in 2006. This was the most detected genotype
in environmental samples from Manaus in 2004-2005, in the pre-vaccine period (Ferreira et al.,

2009). By environmental surveillance, the presence of RVA strains in river waters of Manaus
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indicates that these viruses are circulating in the human population, despite RVA vaccination
program, and can cause infection when in contact with these waters.

Genogroup Il norovirus presented the lowest detection rate in the flood and was detected
in three sampling sites, what corroborates previous qualitative data obtained in Manaus
(Miagostovich et al., 2008). It is an important viral etiological agent of acute gastroenteritis in
Brazil, being responsible for symptomatic and asymptomatic cases and also outbreaks in the
country (Barreira et al., 2010; Fioretti et al., 2011; Ferreira et al., 2012). NoV GII has been
detected in floodwaters, being responsible for gastroenteritis cases during and after flood events
through direct exposure to polluted waters (de Man et al., 2014; Ngaosuwankul et al., 2013;
Phanuwan et al., 2006; Schmid et al., 2005). It was described as one of the waterborne pathogens
identified during outbreaks after extreme events, such as flooding, by Cann et al (2013). The non-
characterization of NoV genotypes may be associated with low concentrations of these viruses in
the water.

The non-detection of HAstV may be attributed to its low concentration in water samples
and/or to its seasonality, since this virus was previously detected in Manaus (Miagostovich et al.,
2008). To our knowledge, it is the first investigation of NoV GIV, SAV, HBoV, and AiV in
water samples in Brazil, since KV was detected by Calgua et al. (2013) in river waters of Rio de
Janeiro state. SAV, HBoV, and AiV have been detected in clinical samples from children with
acute gastroenteritis in the country (Xavier et al., 2009, Campos et al., 2015; Santos et al., 2015)

Physicochemical parameters presented small differences between sampling sites. These
are described as factors that can interfere on virus stability, resistance, inactivation and infectivity
in the environment (Bertran et al., 2012; Fong & Lipp 2005; John & Rose 2005; Kotwal &
Cannon 2014; LaBelle & Gerba., 1979). Detection of viruses in water samples from Manaus
indicates that they can resist in these ecosystems, although it is not possible to conclude they are
infectious, since they were detected by molecular methods (Choi & Jiang et al., 2005; Girones et
al., 2010). The difference on turbidity in MAOL could be due to the sand in this recreational
beach and higher conductivities in water samples from two streams of the city could be due to

concentration and/or presence of ions derived from sewage directly discharged in these waters.
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5. Conclusions

During the flood period in Manaus in 2012, not only Negro River reached its maximum
water level but also streams rose and overtop their riverbanks. The results obtained during this
extreme event demonstrated higher concentration of enteric viruses in Manaus when compared to
normal dry and flood seasons, what indicates higher health risks. An understanding of the
epidemiology of water-related diseases during extreme events would help clinicians and public
health officials to be prepare for future events, not only for the extremes but also for the normal
annual flood seasons in the Amazon basin. Moreover, there may also be an increase in morbidity
due to infectious waterborne diseases over an extended time period, since it is estimated that
climate change can interfere in the dynamic of the Amazon region, changing the number and
intensity of floods (Marengo et al., 2012, 2013; Satyamurty et al., 2013). The last ten years have
featured the most intense droughts and floods in recent history, and the prospects of this situation

continuing in the future are high.
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