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RESUMO

Os virus sdo atualmente considerados importantes contaminantes de aguas superficiais, embora ainda
ndo estejam incluidos nos parametros de balneabilidade avaliados para exposi¢do humana em aguas. Este
estudo tem como objetivo avaliar a contaminagdo pelos principais agentes etiologicos da gastrenterite viral
aguda [rotavirus espécie A (RVA) e norovirus (NoV)], adenovirus humanos (HAdV) e virus da hepatite A
(HAV) em aguas superficiais da Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio de Janeiro, pela detec¢do, quantificagdo e
caracterizacdo molecular destes agentes, correlacionando-os com pardmetros microbiologicos de qualidade
da agua. Entre Agosto de 2007 e Julho de 2008, 2L de agua superficial foram coletados mensalmente em 12
pontos, incluindo 10 pontos na Lagoa Rodrigo de Freitas, um no Rio dos Macacos e um na praia do Leblon,
totalizando 144 amostras. As amostras foram concentradas 1000X pelo método de adsor¢ao-eluigdo utilizando
membrana carregada negativamente e reconcentradas a um volume final de 2mL em Centriprep®YM-50. RVA,
NoV, HAdV e HAV foram detectados e quantificados pelas técnicas de reacdo em cadeia pela polimerase
convencional e quantitativa (cPCR / qPCR) precedidas por transcricdo reversa (RT). Pela analise conjunta
destas metodologias, RVA, NoV, HAdV e HAV foram detectados em 24,3% (35/144), 18,8% (27/144), 16,7%
(24/144) e 21,5% (31/144) das amostras estudadas, respectivamente. E.coli foi quantificada por Kit Colilert®-18
Quanti-Tray®/2000 em cada ponto de coleta como um indicador microbiologico de contaminagdo fecal e
87,5% (126/144) das amostras foram caracterizadas como proprias a balneabilidade conforme estabelecido
pela legislacdao vigente. RVA, NoV, HAdV e HAV foram detectados em 23,8% (30/126), 16,7% (21/126),
15,1% (19/126) e 23,0% (29/126), respectivamente, das amostras consideradas proprias, evidenciando a
presencga de virus em aguas que estdao dentro dos padrdes aceitaveis para E.coli. Os dados obtidos neste estudo
enfatizam a necessidade do estabelecimento de pardmetros virais para a avaliagdo da qualidade da 4gua e
a necessidade de se disponibilizar protocolos de detec¢ao viral que auxiliem para a adogdo de medidas de
controle de contaminagdo ambiental.
Palavras-chave: virus entéricos; agua recreacional; PCR convencional; PCR quantitativa.

ABSTRACT

ENTERIC VIRUSES IN RODRIGO DE FREITAS LAGOON. Viruses are now considered important
contaminants of surface water, although not yet included in the parameters evaluated for human exposure in
bathing waters. This study aims to assess contamination of surface waters of Rodrigo de Freitas Lagoon, Rio
de Janeiro, by its major etiologic agents of acute viral gastroenteritis [species A rotavirus (RVA) and norovirus
(NoV)], human adenoviruses (HAdV) and hepatitis A virus (HAV) by detection, quantification and molecular
characterization of these agents establishing a correlation with microbiological parameters of water quality.
From August 2007 to July 2008, 2L of surface water were monthly collected at 12 points, including 10 points
in Rodrigo de Freitas Lagoon, one in Macacos River and one in Leblon Beach, with a total of 144 samples.
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The samples were concentrated 1000X by an adsorption-elution method using a negatively charged membrane
and reconcentrated to a final volume of 2mL in Centriprep® YM-50. RVA, NoV, HAdV and HAV were
detected and quantified by conventional and quantitative polymerase chain reaction (cPCR / qPCR) preceded
by reverse transcription (RT). Overall, RVA, NoV, HAdV and HAV were detected in 24.3% (35/144), 18.8%
(27/144), 16.7% (24/144) and 21.5% (31/144) of the samples studied, respectively. E. coli was quantified by
Kit Colilert®-18 Quanti-Tray®/2000 in each sample as an indicator of fecal contamination and 87.5% (126/144)
of the samples were characterized as suitable for bathing as established by current regulation. RVA, NoV,
HAdV and HAV were detected in 23.8% (30/126), 16.7% (21/126), 15.1% (19/126) and 23.0% (29/126) of
the samples, respectively, showing the presence of viruses in waters that are within the acceptable standards
for E.coli. The data obtained in this study emphasizes the need to establish parameters for the evaluation of
viral quality of water and the need to develop viral detection protocols that can assist measures to control the
environmental contamination.

Keywords: enteric viruses; recreational water; conventional PCR; quantitative PCR.

RESUMEN

VIRUS ENTERICOS EN LA LAGUNA RODRIGO DE FREITAS. Los virus son actualmente
considerados importantes contaminantes de las aguas superficiales, aunque aun no estén incluidos en los
parametros evaluados en las aguas de bafio para la exposicion humana. En el presente estudio se evaluod la
contaminacion de las aguas superficiales de la Laguna Rodrigo de Freitas, Rio de Janeiro, por los principales
agentes etioldgicos de gastroenteritis viral aguda [rotavirus especie A (RVA) y norovirus (NoV)], adenovirus
humano (HAdV) y el virus de la hepatitis A (HAV) por la deteccion, cuantificacion y caracterizacion molecular
de estos agentes, estableciendo una correlacion con los parametros microbioldgicos de la calidad del agua.
Entre Agosto de 2007 y Julio de 2008, se recolectaron mensualmente 2L de agua superficial en 12 puntos,
incluyendo 10 puntos en la Laguna Rodrigo de Freitas, una en el Rio dos Macacos y una en la Playa de
Leblon, con un total de 144 muestras. Las muestras fueron concentradas 1000X por medio de un método de
adsorcion-elusion utilizando una membrana cargada negativamente, y se reconcentrd a un volumen final de
2mL en Centriprep® YM-50. Los RVA, NoV, HAdV y HAV fueron detectados y cuantificados por la reaccion
en cadena de la polimerasa convencional y cuantitativa (cPCR / gPCR) precedida por la transcripcion reversa
(RT). En general, los RVA, NoV, HAdV y HAV fueron detectados en un 24,3% (35/144), 18,8% (27/144),
16,7% (24/144) y 21,5% (31/144) de las muestras, respectivamente. E. coli fue cuantificada en cada muestra,
por medio del Kit Colilert®-18 Quanti-Tray®/2000, como un indicador microbiolégico de contaminacion fecal
y el 87,5% de las muestras (126/144) fueron clasificadas como adecuadas para el bafio segun lo establecido
por la normativa vigente. Los RVA, NoV, HAdV y HAV fueron detectados en un 23,8% (30/126), 16,7%
(21/126), 15,1% (19/126) y 23,0% (29/126) de las muestras, respectivamente, evidenciando la presencia de
virus en las aguas que estan dentro de los estindares aceptables para E. coli. La informacion obtenida en
este estudio enfatiza la necesidad de establecer parametros para la evaluacion de la calidad viral del agua
y de desarrollar protocolos de deteccion viral que puedan ayudar a adoptar medidas para el control de la
contaminacion ambiental.
Palabras-clave: virus entéricos; agua recreacional; PCR convencional; PCR cuantitativa.

INTRODUCAO

Mesmo com o progresso em toda area tecnologica,
as doencas de veiculagdo hidrica continuam a ter um
grande impacto tanto na saude publica como na area
econdmica, em fun¢do dos quadros de morbidade e

mortalidade gerados por estas. Apesar de projecdes

apontarem o declinio de quadros infecciosos nos
proximos vinte anos, tais projegdes nao consideram
que a maior propor¢cdo das doengas infecciosas
emergentes ¢ representada por agentes etiologicos de
origem viral, uma vez que a melhoria dos padrdes de
saneamento ¢ de qualidade da dgua contribuiu para a

reducdo da transmissao da maior parte dos patogenos
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bacterianos. Dentro das enfermidades infecciosas,
os virus sdo os principais causadores de surtos
relacionados a contaminacao de agua e alimentos nos
paises desenvolvidos, onde a melhora dos tratamentos
e depuragdo das aguas residuais reduziu a transmissao
da maior parte dos patdgenos bacterianos (Craun
1992, Grabow 2007).

Existem mais de 100 tipos diferentes de virus
encontrados nos dejetos humanos e todos sao
potencialmente transmitidos pela agua (Bosch et
al. 2008). Ao contrario da poluicdo por bactérias
e fungos, a presenga de particulas virais na agua ¢
de dificil deteccdo e exige tecnologias sofisticadas
de concentragcdo destes agentes e, em muitos casos,
deteccdo molecular. Um dos desafios da analise de
virus em amostras de agua tem sido a dificuldade
em se detectar concentragdes normalmente baixas
pertencentes a diferentes familias e que estao dispersos
em grandes volumes destas amostras ambientais
(Metcalf et al. 1995, Katayama et al. 2002, Bosch et
al. 2008).

Os primeiros estudos sobre a dispersdo dos virus
no ambiente aquatico tiveram inicio na década de
40, com a tentativa de se detectar poliovirus pela
inoculagdo de aguas de esgoto em macacos (Melnick
1947). A partir da década de 80, a virologia ambiental
ganhou impulso em fun¢do do desenvolvimento e
aprimoramento de metodologias de concentragdo e
de deteccao molecular, que permitiram a obtengdo
de informagdes sobre estes patogenos, especialmente
daqueles ndo isolados de forma eficiente em linhagens
celulares, como os virus fastidiosos. Atualmente,
a associacdo de metodologias de concentragdo e
detecgdo viral, utilizando ferramentas moleculares,
tem permitido a avaliagdo de contaminagdo viral em
diferentes ecossistemas aquaticos (Bosch 1998, Pina
et al. 1998, Chapron et al. 2000, Cho et al. 2000,
Wyn-Jones et al. 2000, Fout ef al. 2003, La Rosa et
al. 2007, Miagostovich et al. 2008, Wong et al. 2009).

O lancamento direto de efluentes domésticos
em ambientes aquaticos tem sido apontado como o
principal aporte de virus nesses ecossistemas, uma
vez que esses microrganismos sao excretados em
elevadas concentragdes pelas fezes de individuos
infectados. Os tipos e as concentragdes dos virus
detectados no esgoto ou em locais contaminados por
lancamentos de esgoto sem tratamento demonstram o
fluxo dos virus na populacao e refletem as infec¢des
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virais mais prevalentes na comunidade e o nivel de
polui¢do da agua.

Os virus entéricos, transmitidos pela via fecal-oral,
sdo mais resistentes a degradacdo que os indicadores
bacterianos fecais, sendo encontrados em aguas
onde os niveis bacterianos se apresentam dentro dos
padroes de qualidade. Os virus podem permanecer
viaveis durante varios meses em condi¢oes adversas.
A auséncia de envelope lipidico, assim como o fato
de que o capsideo protéico apresenta carga negativa
em pH natural das aguas (5 a 9), facilitando a sua
adsorcdo aos particulados do meio e conferindo maior
prote¢do contra degradacdo/inativagdo quimica, os
torna capazes de resistir aos processos de tratamento
de agua e esgoto aplicados no controle bacteriano,
inclusive cloracao (Bosch 1998, Griffin et al. 1999).

Atualmente, a Legislacdo Brasileira (Ministério
da Satde 2004) demonstra uma possivel preocupacio
em relacdo a presenca de virus na dgua no artigo
12, paragrafo 2°, quando recomenda enfaticamente
“para a filtracao rapida se estabeleca como meta a
obtengao de efluente filtrado com valores de turbidez
inferiores a 0,5UT em 95% dos dados mensais e
nunca superiores a 5,0 UT” a fim de “assegurar a
adequada eficiéncia de remogdo de enterovirus,
cistos de Giardia spp e oocistos de Cryptosporidium
sp.” Entretanto, alguns estudos utilizando técnicas
moleculares tém permitido observar que a presenga
de enterovirus ndo se relaciona com a presenga de
outros virus patogé€nicos e se tem sugerido a utilizagao
de adenovirus humanos (HAdV) como possivel
indicador viral de contaminagdo de origem humana
(Pina et al. 1998, Formiga-Cruz et al. 2003).

Uma grande variedade de virus, responsaveis por
diferentes enfermidades, tais como a gastrenterite
aguda (GA) ou hepatite, ja foram detectados em
diferentes matrizes aquaticos em estudos realizados
em muitos paises, incluindo o Brasil. Diferentes
metodologias de concentragcdo e detecgdo viral
tétm demonstrado a disseminag¢do destes virus
em estuarios, rios, mares, lagos e lagoas, aguas
subterraneas, potaveis, minerais, recreacionais e em
esgotos brutos ou tratados (Kukkula et al. 1999, Pina
etal. 2001, Beuret et al. 2002, Vaidya et al. 2002, Van
Heerden et al. 2003, Pusch et al. 2005, de Paula et al.
2007, Espinosa et al. 2008, Miagostovich et al. 2008,
Ferreira et al. 2009, Hamza et al. 2009, Hernandez-
Morga et al. 2009, Moreno et al. 2009, Wong et al.
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2009, Fumian et al. 2010, Rigotto et al. 2010, Silva et
al. 2010, Victoria et al. 2010a, 2010b, Lee et al. 2011,
Prado et al. 2011, Wyn-Jones ef al. 2011).

Dentre os virus entéricos associados a surtos
de veiculacdo hidrica, estdo os rotavirus espécie A
(RVA), os norovirus (NoV), os HAdV e o virus da
hepatite A (HAV), reconhecidos como os principais
agentes etiologicos da gastrenterite infantil aguda e
da hepatite entérica, respectivamente. A investigagao
destes virus em uma lagoa urbana, utilizada para
atividades recreacionais, como a Lagoa Rodrigo
de Freitas na cidade do Rio de Janeiro, teve como
objetivo principal avaliar a disseminacdo destes
agentes neste ecossistema, que ao longo dos anos
vem sofrendo com o aporte incessante de aguas
servidas e de matéria solida, o que prejudicou a
qualidade de suas aguas (Alves et al. 1998). Com este
propésito estes virus foram detectados, quantificados
e caracterizados molecularmente em concentrados
de aguas superficiais da lagoa e de ecossistemas
associados, como o Rio dos Macacos e a Praia do
Leblon, sendo os resultados previamente publicados
(Mendes 2009, Vieira 2010, Vieira et al. in press). Este
trabalho tem como objetivo reunir os dados obtidos
nestes estudos, apresentando uma visdo global do
estudo de caracterizagdo viral deste ecossistema.

ROTAVIRUS ESPECIE A

Os rotavirus (RV) s@o os principais agentes
etiologicos da GA em criangas com idade inferior a
cinco anos em todo o mundo, sendo responsaveis por
aproximadamente 40% das internacdes relacionadas
a GA (CDC 2008, Chandran et al. 2010).

Descritos pela primeira vez em 1973, em
Melbourne, Australia, os RV pertencem a familia
Reoviridae, género Rotavirus (Bishop et al. 1973,
Flewett et al. 1973, Flewett & Woode 1978). A
particula ¢é ndo-envelopada, apresenta simetria
mede aproximadamente 100nm de
diametro e é composta por 11 segmentos de RNA fita
dupla (RNATfd) (Estes & Kapikian 2007).

OsRVsaoclassificadosemsetesorogrupos distintos

icosaédrica,

(A-G) baseando-se nas propriedades antigénicas da
sua proteina estrutural VP6. Os sorogrupos A, B,
e C tém sido encontrados em humanos e animais,
enquanto os sorogrupos D-G somente em animais
(Estes & Kapikian 2007, Chandran ef al. 2010).

A classificagdo dos RVA em genoétipos consiste
em um sistema binario baseado na especificidade das
proteinas VP7 e VP4. Assim, foram estabelecidos os
genotipos/sorotipos G (glicoproteina) e P (sensivel a
protease) para VP7 e VP4, respectivamente, sendo
descritos até o momento 19 gen6tipos G e 27 gendtipos
P (Ciarlet et al. 2008, Matthijnssens et al. 2008a,
2008b). Recentemente, Matthijnssens et al. (2008a,
2008b) propuseram um novo sistema de classifica¢ao
para os RVA, tendo como base as propriedades
moleculares dos 11 segmentos de RNAfd. Analises
filogenéticas sugerem que as caracteristicas
moleculares dos genes que codificam para as
proteinas VP1 (RNA-dependent RNA polymerase),
VP2 (Core Protein), VP3 (Methyltransferase), VP6
(Inner Capsid), NSP1 (Interferon Antagonist), NSP2
(NTPase), NSP3 (Translation Enhancer), NSP4
(Enterotoxin) e NSP5 (pHosphoprotein) resultam
em4,5,6,11, 14, 5, 7, 11 e 6 diferentes gendtipos,
respectivamente.

Em fun¢do do genoma segmentado, os genes
podem segregar independentemente e gerar
particulas com combinagdes diferentes destes genes
e, consequentemente, de suas proteinas. Mais de
40 combinagdes G-P ja foram descritas, entretanto
estudos de epidemiologia molecular de RVA tém
demonstrado que sdao cinco os gendtipos mais
comumente detectados no mundo: G1P[8], G2P[4],
G3P[8], G4P[8] e GOP[8] (Santos & Hoshino 2005).

As infecgdes por RVA produzem quadros
infecciosos que vao desde casos assintomaticos,
principalmente em adultos, a casos graves de diarréia,
que acometem principalmente criangas menores de
dois anos. Casos graves em adultos podem ocorrer
devido as infec¢des por gendtipos ndo usuais ou por
concentragdes extremamente elevadas de particulas
virais. A diarréia € a principal manifestacdo clinica,
porém sintomas como vOmito, dores abdominais e
desidratacdo, sendo este Ultimo o principal fator de
mortalidade do hospedeiro, podem ser observados. O
periodo de incubacdo pode variar de 12 a 48 horas
e a doenga ¢ autolimitada, normalmente apds cinco
dias do inicio da infecgdo, podendo chegar a 10, o
quadro se resolve (Estes & Kapikian 2007, Greenberg
& Estes 2009). A eliminagao de particulas virais pelas
fezes inicia-se antes ou apds o término da diarréia e
pode levar de quatro a 57 dias, com média de 10 dias

(Richardson et al. 1998).
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A epidemiologia dos RVA ¢é complexa, com
variados estudos apontando diversos genétipos P
e G de RVA co-circulando dentro de uma mesma
regido, com prevaléncias alternadas anualmente
de um dado gendtipo em uma determinada regido.
Outra observagao € que os genotipos prevalentes em
diferentes regides de um pais podem ser diferentes
dentro do mesmo periodo epidémico (Pérez-Vargas et
al. 2006).

Vacinas anti-RVA tem sido desenvolvidas ao longo
de duas décadas. A vacina Rotarix®, desenvolvida
pela GlaxoSmithKline Biologicals, de especificidade
genotipica GI1P[8], foi introduzida no Programa
Nacional de Imuniza¢do (PNI) em mar¢o de 20006,
porém ja estava disponivel desde 2005 em clinicas
e consultorios particulares (Carvalho-Costa et al.
2011).

Linharesetal. (1977)descreveram o primeiro relato
de casos de gastrenterite infantil aguda associado aos
RVA na América Latina, observando por microscopia
eletronica (ME) particulas semelhantes aos RV em
fezes de criangas com diarréia aguda em Belém do
Para, Brasil. Desde entdo, diversos outros trabalhos
tém sido publicados demonstrando os casos de GA
associados aos RV no pais. Em uma extensa revisao
dos artigos que descrevem a genotipagem de RVA
circulantes no Brasil em dois periodos pré-vacinais
compreendidos entre 1982-1995 e 1996-2005, Leite
et al. (2008) demonstraram que as combinag¢des mais
frequentemente encontradas foram: G1P[8]/G1P[NT]
(43%), G9P[8]/ GOP[NT] (20%), G2P[4]/ G2P[NT]
(9%), G3P[8]/ G3P[NT] (6%), G4P[8]/ G4P[NT]
(4%) e G5P[8]/ G5P[NT] (4%). A partir de 2005, foi
observada a reemergéncia do gendtipo G2P[4] no
pais, com predominancia desse gendtipo no periodo
de 2006 a 2008. O mesmo ocorreu apds a introdugao
da vacina em outros paises, o que levou a especulagao
sobre a relagdo da vacinagdo com essa reemergéncia.
Entretanto, o genotipo G2P[4] também foi detectado
em paises em que ndo havia sido implementada a
vacinagao contra os RVA e estudos apontaram que esta
reemergéncia estaria associada a flutuacdes naturais
na distribui¢do dos genotipos dos RVA (Carvalho-
Costa et al. 2011).

NOROVIRUS

Os NoV sdo responsaveis por cerca de 50%
dos surtos de gastrenterite em todo o mundo,

Oecol. Aust., 16(3): 540-565, 2012

correspondendo a aproximadamente 93% das
gastrenterites nao-bacterianas (Patel et al. 2009).
Estima-se que os NoV sejam responsaveis por 64.000
episodios diarréicos que requerem hospitalizagdo,
900.000 consultas clinicas em criangas de paises
industrializados e acima de 200.000 O&bitos de
criangas com idade inferior a cinco anos em paises
em desenvolvimento (Patel ef al. 2008).

O NoV pertence a familia Caliciviridae, género
Norovirus, e foi o primeiro virus descrito como
causador da GA, quando foi detectado por ME em
amostras de um surto de gastrenterite em criangas
de uma escola primaria na cidade de Norwalk,
Ohio, Estados Unidos (Kapikian et al. 1972). O
género Norovirus esta dividido em cinco genogrupos
(GI-GV) baseando-se na andlise da seqiiéncia de
informacdo obtida da regido que codifica a proteina
de capsideo VP1, sendo os genogrupos I, Il e IV
responsaveis por infeccdes em humanos. Os G sao
constituidos de genotipos (GG), que representam
a unidade minima de classificagdo dos NoV. Até o
momento foram descritos oito GG no GI e 20 no GII
(Zheng et al. 2006, Patel et al. 2009).

O genoma dos NoV ¢é composto de um RNA
fita simples (RNAfs) com polaridade positiva e
sua particula ¢ ndo-envelopada, apresenta simetria
icosaédrica, mede aproximadamente 40nm de
diametro e apresenta 32 depressdes em forma de taca
na sua superficie (Patel et al. 2009).

As infeccdes por NoV sdo caracterizadas por
diarréia e vomito. Essas manifestacdes podem estar
acompanhadas por nausea, cdimbras abdominais,
cefaléia, febre e mialgia (Thornton et a/. 2004, Bull
et al. 2006). Os sintomas manifestam-se de 12 a
72 horas e os virus sdo eliminados por um periodo
que pode exceder 22 dias. O periodo de incubagado
¢ de 12 a 48 horas, a doenga ¢ geralmente branda e
autolimitada, afetando individuos de todas as faixas
etarias (Clark & McKendrick 2004, Thornton et al.
2004, Patel et al. 2009).

A principal via de transmissdo dos NoV ¢
fecal-oral, com a infeccdo primaria ocorrendo
principalmente pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados, resultando em altas taxas de
transmissdo e grandes surtos. A transmissdao
também pode ocorrer pelo contato com superficies
contaminadas e pela formacdo de aerossois
(vOmitos) gerando infec¢des secundarias. A baixa
dose infecciosa requerida para ser estabelecida a
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infeccdo, a eliminacdo prolongada de particulas
nas fezes, a estabilidade no ambiente, a grande
diversidade genética e a baixa imunidade contribuem
na disseminacdo de casos e explicam a disseminagao
rapida e extensa de surtos de doengas em ambientes
fechados, como hospitais, hotéis, cruzeiros e creches
(Estes et al. 2000, Glass et al. 2000, Fankhauser et al.
2002, Widdowson et al. 2005, Bull et al. 2006, Patel
et al. 2009).

Surtos e casos esporadicos de GA associados aos
NoV podem ocorrer durante todo o ano, embora se
observem diferentes padroes de sazonalidade nos
hemisférios norte e sul para a maioria dos surtos.
No hemisfério norte, os casos ocorrem com maior
frequéncia no inverno ou na estacdo seca, enquanto
que no sul sdo mais freqiientes no verdo (Froggatt et
al. 2004, Parashar et al. 2004, Bon et al. 2005, Fretz
et al. 2005, Ike et al. 20006).

Trabalhos desenvolvidos em diversos paises do
mundo tém demonstrado a importancia dos NoV nas
GA, especialmente os NoV GII.4, descritos como 0s
mais prevalentes. Além disso, nesses trabalhos pode-
se observar a grande diversidade genética dos NoV
e a descrigdo de novas cepas circulantes (Vidal et al.
2005, Bon et al. 2005, Okada et al. 2005, Colomba et
al. 2006, Ike et al. 2006).

No Brasil, alguns estudos tém demonstrado
a importancia dos NoV em surtos e/ou em casos
esporadicos de gastrenterite infantil aguda
(Castilho et al. 2006, Soares et al. 2007, Victoria et
al. 2007, Campos et al. 2008, Ferreira et al. 2008,
Nakagomi et al. 2008, Ribeiro et al. 2008, Ferreira
et al. 2010).

ADENOVIRUS HUMANOS

Os HAdV sdo responsaveis por 7 a 8% das doengas
respiratorias em criangas em todo o mundo e cerca
de 10% de todas as doengas febris que acometem
criangas sdo atribuidas a esses virus, que sdo também
0s patogenos mais associados a infeccdes oculares
(Santos & Soares 2008).

Os HAdV pertencem a familia Adenoviridae,
género Mastadenovirus. Atualmente, sdo descritos 51
sorotipos de HAdV (HAdV1-51), subdivididos em
6 espécies (A — F) de acordo com suas propriedades
fisico-quimicas, imunologicas e bioquimicas, que estao
associadas a uma grande variedade de enfermidades,

como faringite, amigdalite, bronquite, bronquiolite,
pneumonia, conjuntivite, cistite e gastrenterite (Berk
2007).

Os HAdV sio virus ndo-envelopados, de simetria
icosaédrica e apesentam um DNA fita dupla (DNAfd)
como material genético.
aproximadamente 70-100nm de didmetro e seu
capsideo € composto por 252 capsdmeros, dos quais
240 sao hexons e 12 sdo pentons (Berk 2007).

A maioria das doencas causadas por HAdV sao

Esses virus possuem

agudas e autolimitadas. Embora a fase sintomatica
possa ser curta, os virus podem permanecer no trato
gastrointestinal e continuam a ser excretados por um
periodo prolongado de tempo (Mena & Gerba 2008).

Os HAdV foram responsaveis por numerosos
surtos em instalagdes para criangas, como
creches, escolas e orfanatos (Chiba et al. 1983,
Payne et al. 1984, McMinn et al. 1991), hospitais
e centros de saade (Brummitt et al
1988, Krajden et al. 1990, McMinn et al. 1991)
e instalagdes militares (Dingle & Langmuir
1968, Meiklejohn 1983).

A importancia dos HAdV e o papel que a agua
desempenha na sua epidemiologia, assim como o risco
que a presenga destes patdgenos na agua traz para o
homem, sdo reconhecidos em todo o mundo (Puig et
al. 1994). Sua investigagdo tem sido importante na
avalia¢do da qualidade viral da 4dgua por ser de facil
deteccdo por métodos moleculares e por apresentarem
maior estabilidade em varios tipos de ambientes (agua
de esgoto, de mar e de abastecimento) que outros
virus entéricos (Puig et al. 1994, Castignolles et al.
1998, Papapetropoulou & Vantarakis 1998, Gerba et
al. 2002).

A aplicacdo de técnicas moleculares tem permitido
identificar adenovirus em praticamente 100% das
amostras de agua residuais urbanas analisadas em
diversas cidades da Africa, Estados Unidos, Suécia,
Franga, Grécia e Reino Unido e s@o os virus detectados
em um maior numero de amostras de moluscos
bivalves cultivados em aguas marinhas com alguma
presenca de contaminacao fecal (Formiga-Cruz et al.
2002). Os adenovirus foram incluidos recentemente
na lista de contaminantes candidatos da “United
States Environmental Protection Agency” (USEPA),
devido a sua grande prevaléncia em aguas residuais,
suarelagao com diversas patologias, sua resisténcia no

meio ambiente e a alguns dos tratamentos utilizados
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nos processos de depuragdo de dgua. A USEPA indica
o grupo dos virus entéricos como o mais seguro e
confiavel para o monitoramento ambiental (EPA 1988,
Van Heerden et al. 2003). Os resultados obtidos sobre
a abundancia destes virus ¢ a capacidade de detectar de
forma especifica a presenga de adenovirus de origem
humana ou de origem animal (Maluquer de Motes et
al. 2004) sugerem sua utilidade como indice molecular
de contaminacdo fecal e como instrumento para se
determinar a origem da contaminagao.

VIRUS DA HEPATITE A

O HAV esta classificado na familia Picornaviridae
como representante tinico do género Hepatovirus. A
particula viral, ndo-envelopada, apresenta simetria
icosaédrica e diametro de 27 a 32nm (Feinstone et al.
1973, Winokur et al. 1991, Winokur & Stapleton 1992).
Como os demais membros da familia Picornaviridae,
0 HAV possui genoma RNAfs com polaridade positiva,
de 7,5kb. Uma ftnica fase de leitura aberta (ORF),
composta por trés regides distintas (P1, P2 e P3), ¢
traduzida em uma unica poliproteina de 2.225 a 2.227
aminoacidos (Cohen et al. 1987).

O HAV
manifestagdes clinicas varidveis - desde uma infec¢ao
assintomadtica ou inaparente a quadros mais graves
podendo, inclusive, levar a morte por insuficiéncia

causa infeccdo autolimitada com

hepatica aguda fulminante. A probabilidade de
desenvolvimento de doenga clinicamente aparente
a partir da infeccdo por HAV aumenta com a idade
(Nainan et al. 2006). Em adultos e criangas maiores,
a infecgdo ¢ geralmente sintomatica com presenca de
ictericia em >70% dos pacientes (Lednar et al. 1985).

O HAV ¢ transmitido por via fecal-oral e tem como
principal modo de transmissdo o contato proximo
com pessoas infectadas e a ingestdo de alimentos ou
agua contaminados. Altas concentragdes do virus sdo
eliminadas nas fezes dos individuos infectados (até 10!
particulas virais/g). Condi¢des precarias de higiene e
saneamento facilitam a transmissdo do virus devido a
alta resisténcia do HAV em ambiente aquatico e sio
frequentemente associadas a surtos (Bosch ez al. 1991,
Halliday et al. 1991).

A hepatite A é uma doenga de distribuicdo
global, padroes
epidemioloégicos classificados de acordo com as
condic¢des socioecondmicas ¢ sanitarias das diferentes

apresentando pelo menos trés
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regides geograficas (Gust 1992, Melnick 1995). O
primeiro padrdo ¢ apresentado pelos paises com
condigdes sanitarias precarias, onde a maioria das
criangas se infecta nos primeiros anos de vida e
desenvolve a forma assintomatica da doenga ¢ acima
de 10 anos a populacdo ¢ imune ao HAV em quase
sua totalidade. No segundo padrdo estdo os paises
desenvolvidos, onde as barreiras ambientais impedem
0 contato com o virus na infincia, resultando em um
grande nimero de adultos suscetiveis que podem se
contaminar a qualquer exposi¢do ao virus, sendo a
infecgdo sintomatica mais freqiiente. O terceiro padrdo
ocorre nos paises em desenvolvimento, apresentando
melhorias nas condi¢des de higiene e saneamento.

Melhorias nas condi¢des socioecondmicas € no
padrdo sanitario possuem um reflexo no padrao de
endemicidade da infeccdo pelo HAV. Nas ultimas
décadas, houve mudancas na epidemiologia da
hepatite A, migrando de um padrdo endémico de alta
para um de endemicidade intermediaria em diversas
regides, principalmente nos grandes centros urbanos
(Vitral et al. 2006, 2008). No Brasil, a regido Sudeste
apresenta as menores taxas de soroprevaléncia da
infeccdo pelo HAV. No estado do Rio de Janeiro,
Vitral et al. (2006, 2008) assinalam que as mudangas
na prevaléncia do HAV vém ocorrendo independente
do nivel sécio-econdmico da populagdo. O principal
aspecto epidemiologico resultante da diminuigao
da prevaléncia do HAV representa o aumento no
numero de individuos de grupos etarios mais elevados
suscetiveis a infeccdo (Vitral et al 1998). Como
resultado, observa-se um aumento na freqliéncia de
casos clinicos mais graves de hepatite A aguda, além
da possibilidade da ocorréncia de surtos da doenga
(Cuthbert 2001).

MATERIAL E METODOS
AREA DE ESTUDO

A Lagoa Rodrigo de Freitas, localizada na
zona sul da cidade do Rio de Janeiro, possui um
espelho d’agua de 2,2km? profundidade média
de 2,8m e 7,8km de perimetro, com volume de
aproximadamente 6.200.000m?. Liga-se ao mar
pelo canal do Jardim de Alah, que possui 800m de
comprimento e entre 10 e 18 metros de largura. A
sua bacia hidrografica ¢ formada basicamente pelos
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rios dos Macacos e Cabeca, que desembocam na rua
Gal. Garzon, e pelo rio Rainha, que desagua no canal
da Av. Visconde de Albuquerque (INEA 2009).

A Lagoa esta localizada na malha urbana de uma
area de alta densidade populacional na cidade e
recebeu despejos domésticos por longo periodo, e
ainda os recebe acidentalmente, gerando alteragdes
em seu ecossistema. Melhorias de expansdo da
rede coletora (galeria de cintura) empreendidas
eliminaram parte desses despejos em tempo seco.
Atualmente o grupo de trabalho desenvolve acdes
visando a revitalizacdo da vertente sul da serra da
Carioca (INEA 2009, Projeto Ambiental Lagoa
Limpa 2009).

A Lagoa Rodrigo de Freitas se inclui na categoria
de lagoa sufocada, por apresentar uma Unica via de
comunicac¢do com o mar. Devido a ineficiente troca
de suas aguas com o mar, faz-se longo o tempo de
residéncia de suas aguas, o que gera um acumulo de
materiais em suspensio e matéria organica que ai
aportam (INEA 2009).

P8_-IClube Caigaras

_'_.,3‘“_5_

COLETA

Para avaliagdo da disseminacgdo viral na Lagoa
Rodrigo de Freitas (agua salobra), foram realizadas
coletas mensais de 2L de agua superficial no periodo
de Agosto de 2007 a Julho de 2008. Os pontos de
coleta foram determinados utilizando-se o sistema de
posicionamento global GPS (Garmin etrex®Legend,
EUA) e escolhidos de maneira que todo o entorno
lagunar fosse representado, incluindo areas de lazer
e pratica de esportes, além de um ponto central, um
ponto no Rio dos Macacos (4gua doce) e um ponto na
Praia do Leblon (agua salgada), proximo a saida do
canal de Jardim de Alah (Figura 1).

CONCENTRACAO VIRAL

As amostras foram concentradas por metodologia
baseada na adsor¢do-cluicdo dos virus em membrana
carregada negativamente, descrita por Katayama et
al. (2002).

Image © 2008 DigitalGlobe’
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Figura 1. Mapa geografico da Lagoa Rodrigo de Freitas, municipio do Rio de Janeiro, RJ: localiza¢do dos pontos de coleta (Mendes 2009, Vieira 2010,

Vieira et al. in press).

Figure 1. Geographical map of Rodrigo de Freitas Lagoon, Rio de Janeiro, RJ: water sample collection sites (Mendes 2009, Vieira 2010, Vieira et

al. in press).
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As amostras foram previamente clarificadas para
a remoc¢ao de residuos grosseiros por filtragdo com
pré-filtro AP-20® (membrana de 142mm de didmetro,
Millipore®, Brasil) utilizando um Sistema de Filtragdo
Millipore (Millipore®, Brasil), constituido por uma
bomba de vacuo, um recipiente de pressdo e um
suporte de membranas (Figura 2).

Figura 2. Sistema de filtragdo Millipore®. 1 - Bomba de vacuo com
mandmetros; 2 - Recipiente de pressao; 3 - Suporte de membranas.
Figure 2. Millipore® filtration system. 1 — Vacuum pump; 2 — Pressure
vessel; 3 — Support of membranes.

Ap0s a clarificago, foram adicionados as amostras
25mL de cloreto de magnésio (MgClL,, Vetec, Brasil) a
uma concentragdo final de 25mM. O pH foi ajustado
para 5,0 com a adi¢ao de acido cloridrico 6N (HCI,
Merck, Brasil). Em seguida, as mesmas foram
filtradas em membrana HA carregada negativamente
(142mm de didmetro, malha de 0,45um, Millipore®,
Brasil) acoplada ao suporte do sistema de filtragdo. A
membrana foi rinsada com 350mL de 4cido sulfurico
0,5mM (H,SO,, Merck, Brasil). Os virus foram eluidos
em 15mL de hidréxido de sodio 3mM, pH 10,5 (NaOH,
Vetec, Brasil) por agitagdo em placa de petri durante 10
minutos. O eluato foi neutralizado pela adi¢ao de 50pL
de H,SO, 50mM e 50uL de tampéo Tris-EDTA (TE)
100x (10uM Tris, ImM EDTA, pH 8,0) e transferido
para uma unidade do concentrador Centriprep® YM-
50 (Millipore, Brasil) (Figura 3). Em seguida, foi
realizada centrifugacdo a 1500xg por 10 minutos a
4°C, até ser obtido um volume final de 2mL.

DETECCAO VIRAL

O material genético viral foi extraido das amostras
concentradas utilizando-se o conjunto de reagentes
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comercial “QIAamp Viral RNA Mini Kit” (Qiagen,
Valencia, Espanha), seguindo as recomendagdes do
fabricante. Foram utilizados controles negativo e
positivo ao longo de todo o processamento da amostra.

A sintese do DNA complementar (cDNA) de RVA,
NoV e HAV foi realizada utilizando-se o iniciador
randomico pd(N), (Amersham Biosciences, EUA)
(Ferreira et al. 2009).

Para detecgdo viral foram realizados protocolos
de reagdo em cadeia pela polimerase convencional
(PCR) e quantitativa em tempo real (qPCR)
previamente estabelecidos (Tabela 1). HAdV foram
pesquisados somente por qPCR por serem estudados
como possiveis marcadores virais de contaminacgao
fecal humana.

Figura 3. Concentrador Centriprep® YM-50, Millipore®. 1-Tubo coletor;
2- Recipiente externo para a amostra.
Figure 3. Centriprep YM-50" Concentrator, Millipore®. 1- Collection
tube; 2- Outer container for the sample.

CARACTERIZACAO MOLECULAR

Para o sequenciamento nucleotidico foram
utilizados os amplicons obtidos pela PCR
convencional (Tabela 1). Os produtos foram

purificados utilizando o kit comercial QTAquick®
PCR Purification kit (QIAGEN, Valencia, CA,
EUA) ou QIAquick® Gel Extraction kit (QIAGEN,
Valencia, CA, EUA). Apods a purificagdo, os
produtos foram quantificados em espectrofotometro
NanoDrop™ (Thermo Scientific, EUA).

Para o sequenciamento direto dos produtos
amplificados e purificados foi utilizado o kit
comercial “Big Dye Terminator® v3.1 Cycle
Sequencing Kit” (Applied Biosystems®, CA, EUA),
conforme recomendagdes do fabricante. Foram
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Tabela 1. Protocolos de amplificagdo gendmica pela reagdo em cadeia pela polimerase convencional e quantitativa para detecgdo de rotavirus espécie
A (RVA), norovirus (NoV), adenovirus humanos (HAdV) e virus da hepatite A (HAV).
Table 1. Genomic amplification protocols for species A rotavirus (RVA), norovirus (NoV), human adenovirus (HAdV) and hepatitis A virus (HAV)

detection by conventional and quantitative polymerase chain reaction.

Virus PCR Regido do genoma Referéncia

RVA RT-PCR VP6 Iturriza-Goémara et al. 2002
RT-gPCR NSP3 Zeng et al. 2008

Semi-Nested RT-PCR Polimerase Boxman et al. 2006

NoV-GI/GII RT-gPCR Jungao ORF1-ORF2 Kageyama et al. 2003
RT-PCR VP1 Vinjé et al. 2004

HAdV qPCR Hexon Heim et al. 2003

HAV Nested RT-PCR Jungdo VP1/2A De Paula et al. 2002
RT-gPCR 5" Nao codificante Jothikumar et al. 2005

utilizados os mesmos iniciadores de cadeia utilizados
na reagdo de PCR de cada um dos virus. As reagdes
de sequéncia e os cromatogramas das sequéncias
foram obtidos a partir do sequenciador automatico
de 48 capilares “ABI Prism 3730 Genetic Analyzer”
(Applied Biosystems, CA, EUA) do servico da
“Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/
FIOCRUZ"”.

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

As relacdes filogenéticas entre as diferentes
sequéncias foram determinadas mediante a utilizagao
do pacote de programas MEGA v.4.0 (Tamura ef al.
2007) através do método de reconstrugao filogenética
Neighbor-joining. As distdncias genéticas entre as
diferentes amostras foram calculadas mediante o
modelo Kimura-dois-parametros como modelo de
substitui¢do nucleotidica. A significancia estatistica
das diferentes filogenias obtidas foi estimada através
de 2.000 réplicas de bootstrap.

PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

Para a quantificacdo de Escherichia coli (E. coli)
foi utilizado o Kit Colilert®18 Quanti-Tray®/2000
(IDEXX Laboratories, Westbrook, EUA), seguindo
as recomendagdes do fabricante. Este método
baseia-se na observagdo de fluorescéncia gerada pela
metabolizagdo de nutrientes presentes no meio de
cultura pela E. coli.

O processamento das amostras foi realizado
dentro de até 2 horas apds a coleta e foram necessarias
diluicoes seriadas das mesmas. As amostras coletadas
nos dez pontos do entorno da Lagoa e no ponto da
Praia do Leblon foram analisadas nas dilui¢des10°,
10" e 102 As amostras da desembocadura do Rio
dos Macacos foram analisadas nas dilui¢des 10,
102 ¢ 1073,

Segundo a Resolugdo CONAMA n° 274, de
29 de novembro de 2000, as aguas destinadas a
balneabilidade (recreagdo de contato primario)
tém sua condicdo avaliada nas categorias proprias
e improprias baseando-se nos valores obtidos para
E. coli. Em fungao de as coletas serem realizadas
mensalmente, considerou-se o paragrafo 4° do artigo
2° desta para a andlise da agua por este parametro,
que considera amostras proprias aquelas cujos
valores obtidos encontram-se abaixo de 2000NMP
(nimero mais provavel) de E. coli/100mL.

Para avaliar-se a possivel correlagdo entre a
deteccdo de HAAV como um possivel marcador
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viral de contaminacdo fecal humana e quantificagao
de E. coli dentro e fora do padrao estabelecido pela
legislacdo vigente, foi realizado o teste qui-quadrado
(%) cujahipotese nula foi a distribuicdo homogénea de
deteccdo viral entre as classes microbiologicas (E. coli
>2000NMP/100mL e E. coli <2000NMP/100mL).

As analises de correlagdo foram realizadas apenas
com as 120 amostras provenientes da Lagoa Rodrigo
de Freitas, foco de estudo, em fun¢do dos pontos Rio
dos Macacos e Praia do Leblon ndo apresentarem
uma amostragem adequada para analise (n=12 para
cada ponto).

RESULTADOS

Foram realizadas 12 coletas mensais ao longo de
um ano em 12 pontos de coleta, incluindo 10 pontos na
Lagoa Rodrigo de Freitas, um no Rio dos Macacos, que
desemboca na Lagoa, e um na praia do Leblon, onde
a agua da Lagoa ¢ escoada, totalizando 144 amostras.

As tabelas 2 e 3 apresentam os resultados obtidos
pela analise conjunta da metodologia de concentragao
com as ferramentas moleculares de deteccdo
convencional e quantitativa dos RVA, NoV, HAdV e
HAV nos pontos avaliados.

Tabela 2. Detecgdo de rotavirus espécie A (RVA), norovirus (NoV), adenovirus humanos (HAdV) e virus da hepatite A (HAV) de acordo com o tipo
de matriz aquatica (Mendes 2009, Vieira et al. in press).

Table 2. Detection of species A rotavirus (RVA), norovirus (NoV), human adenovirus (HAdV) and hepatitis A virus (HAV) detection according to water
samples matrices (Mendes 2009, Vieira et al. in press).

Pontos de coleta
(matriz analisada)

No. de positivas/No. de analisadas (%)

Total

RVA NoV HAdV HAV
Lagoa Rodrigo de
Freitas 30/120 (25) 21/120 (17,5 20/120(16,7)  27/120 (22,5)  71/120(59,2) ™
(salobra)
Rio dos Macacos 3/12 (25) 4/12 (33,3) 2/12 (16,7) 1/12 (8,3) 6/12 (50)°
(doce)
Praia do Leblon 3
(salgads) 2/12 (16,7) 2/12 (16,7) 2/12 (16,7) 3/12 (25) 7/12 (58,3)
Total 35/144 (24,3) 27/144 (18,8)  24/144 (16,7)  31/144 (21,5) 84/144 (58,3)

“1 10 amostras foram positivas para RVA e HAV; 3 foram positivas para NoV e HAV; 4 foram positivas para RVA e HAdV; 2 foram positivas para
RVA, NoV e HAV; 2 foram positivas para RVA, HAdV e HAV; 1 foi positiva para HAdV e HAV; e 1 foi positiva para RVA e NoV
*2 1 amostra foi positiva para HAdV e HAV; 1 foi positiva para NoV e HAdV; 1 foi positiva para RVA e NoV

*3 1 amostra foi positiva para RVA, HAdV e HAV

Tabela 3. Quantificacdo de rotavirus espécie A (RVA), norovirus
(NoV), adenovirus humanos (HAdV) e virus da hepatite A (HAV) nas
amostras positivas (Mendes 2009, Vieira et al. in press).

Table 3. Quantification of species A rotavirus (RVA), norovirus (NoV),
human adenovirus (HAdV) and hepatitis A virus (HAV) in the positive
water samples (Mendes 2009, Vieira et al. in press).

Virus Cépias de genoma/litro
RVA 3,0x10'-5,6x 10
NoV 1,4x10°- 3,2 x 10?
HAdV 1,2x10'-1,2x 10°
HAV 1,3x10*-2,43x 10°
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A distribuicdo dos virus investigados, de acordo
com os pontos de coleta, demonstra a disseminagao
destes em todos os pontos estudados (Figura 4).

Apds a deteccao por amplificagdo parcial do
gene que codifica a proteina VP6 de RVA pela RT-
PCR, sete amostras positivas foram sequenciadas e
classificadas como pertencentes a 12 segundo nova
classificagdo proposta (Figura 5). Os valores de
identidade nucleotidica variaram de 98,7 a 99,6%
entre as amostras da Lagoa e de 97,4 a 99,3% entre
as amostra da Lagoa e as provenientes das criancas
hospitalizadas por gastrenterites no Rio de Janeiro.
Com o objetivo de se realizar a classificacao binaria
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dos RVA, as amostras positivas foram amplificadas uma amostra apresentou resultado positivo, sendo
com iniciadores especificos para as regides classificada como P4 (Vieira 2010, Vieira ef al. in
codificadoras das proteinas VP4 ¢ VP7. Somente press).
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Figura 4. Distribui¢do de rotavirus espécie A (RVA), norovirus (NoV), adenovirus humanos (HAdV) e virus da hepatite A (HAV) de acordo com os
pontos de coleta. Pontos de coleta: 1- Curva do Calombo; 2- Baixo Bebé; 3- Sede Nautica do Vasco da Gama; 4- Clube Naval; 5- Parque dos Patins;
6- Sede Nautica do Flamengo; 7- Jardim de Alah; 8- Clube Caigaras; 9- Central; 10- Pedalinhos; 11- Rio dos Macacos; 12- Praia do Leblon.
Figure 4. Distribution of species A rotavirus (RVA), norovirus (NoV), human adenovirus (HAdV) and hepatitis A virus (HAV) according to collection
sites. Collection sites: 1- Curva do Calombo; 2- Baixo Bebé; 3- Sede Nautica do Vasco da Gama; 4- Clube Naval; 5- Parque dos Patins, 6- Sede Ndutica
do Flamengo, 7- Jardim de Alah; 8- Clube Caicaras; 9- Central; 10- Pedalinhos; 11- Macacos River, 12- Leblon Beach.
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Figura 5. Dendograma de caracterizagdo molecular dos rotavirus espécie A (RVA) a partir do sequenciamento parcial do gene que codifica a proteina
VP6 (Vieira 2010).
Figure 5. Dendogram of molecular characterization of species A rotavirus (RVA) obtained from partial sequencing of VP6 protein coding region (Vieira
2010).

Oecol. Aust., 16(3): 540-565, 2012



552 VIEIRA, C.B. et al.

As sequéncias nucleotidicas dos produtos de
nested RT-PCR de 218 pares de bases da regido
VP1/2A do genoma do HAV de cinco amostras
positivas foram determinadas para confirmacdo e
caracterizagdo do gendtipo circulante no ambiente
lagunar e marinho. As amostras foram classificadas
como pertencentes aos gendtipos IB (Figura 6),
apresentando percentual de identidade nucleotidicas
de 92,7% a 100% e agruparam com sequéncias
nucleotidicas provenientes de amostras clinicas
isoladas no Rio de Janeiro (Mendes 2009).

Considerando o paragrafo 4° do artigo 2° da
Resolugdo CONAMA 274 (2000), que considera
amostras proprias aquelas cujos valores obtidos

encontram-se abaixo de 2000NMP E. coli/100mL,
95% (114/120) das aguas da Lagoa, 16,7% (2/12)
das aguas provenientes do Rio dos Macacos e 83,3%
(10/12) da Praia do Leblon foram consideradas
proprias, totalizando 87,5 % (126/144) de amostras
com valores abaixo do estabelecido para este
parametro (Vieira 2010, Vieira et al. in press). Os
pontos do Rio dos Macacos ¢ Jardim de Alah (ponto 7)
apresentaram indices mais elevados de contaminagao
para este parametro (Tabela 4).

RVA, NoV, HAdV e HAV foram detectados em
23,8% (30/126), 16,7% (21/126), 15,1% (19/126)
e 23,0% (29/126), respectivamente, com um total

de 57,1% (72/126) das amostras consideradas
> la
- CHILD C17
0 t
?r, niganon S
A48 *
PIfCe

@ L

—_—
i1

Figura 6. Dendograma construido pela analise filogenética de 218 nucleotideos da regido VP1/2A do genoma do virus da hepatite A (HAV). As
sequéncias de HAV referentes as amostras de agua da Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio dos Macacos e Praia do Leblon estao representadas pelas siglas:
Lagoa Rodrigo de Freitas (P2C4), Rio dos Macacos (P11C4) e Praia do Leblon (P12C6, P12C8 e P12C9) (Mendes 2009).

Figure 6. Dendogram obtained from the phylogenetic analysis of 218 nucleotide sequencing of hepatitis A virus (HAV) VP1/24 coding region. HAV
sequences related to Rodrigo de Freitas Lagoon, Macacos River and Leblon Beach water samples are represented by P2C4 (Rodrigo de Freitas
Lagoon), P11C4 (Macacos River) and P12C6, P12C8 and P12C9 (Leblon Beach), (Mendes 2009).
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proprias. Considerando o HAdV como um possivel
marcador viral de contaminag¢do fecal humana, a
analise estatistica demonstrou uma distribui¢do nao
homogénea entre positivos e negativos para HAdV
com a classificagdo da agua segundo a analise do
parametro E. coli (p<0,01), entretanto ndo se pode
afirmar que ha uma relacdo positiva entre valores
elevados de E. coli e detec¢ao viral (Mendes 2009,
Vieira 2010, Vieira et al. in press).

DISCUSSAO

Muitas 4aguas utilizadas para recreagdo em
zonas balneares de todo o mundo estdo localizadas
proximas a zonas urbanas e, portanto, estdo sujeitas
a contaminacdo por dejetos humanos, sendo, por
isto, objeto de monitoramento para determinag@o da
qualidade microbioldgica da agua. A Lagoa Rodrigo
de Freitas esta situada na zona sul da cidade do Rio
de Janeiro e, em funcdo da intensa ocupagdo urbana
em seu entorno, sofreu com o aumento das atividades
antropogénicas, ligacdes clandestinas de esgoto na
rede pluvial e langamentos de esgoto “in natura”
diretamente em suas aguas.

Indicadores bacterianos de contaminacdo fecal
sdo utilizados rotineiramente para avaliar a qualidade
microbiologica da agua. Os resultados obtidos na
quantificagdo de E. coli demonstraram que 87,5%
das
dos padrdes de balneabilidade estabelecidos pela

amostras estudadas encontravam-se dentro
legislacao vigente, demonstrando que o programa de
despoluigao estabelecido na Lagoa Rodrigo de Freitas
vem gerando melhora na qualidade das suas aguas.
Os pontos do Rio dos Macacos e Jardim de Alah
apresentaram indices mais elevados de contaminagao
para este parametro. Vale lembrar que estes dois
ambientes influenciam diretamente a qualidade da
agua da Lagoa, o primeiro pelo aporte de agua doce
e carga organica ¢ o segundo pela realizacdo do
balango hidrico com o mar. Entretanto, a deteccao de
virus em 57,1% das amostras consideradas proprias
a Dbalneabilidade evidencia uma contaminagdo
de origem humana, uma vez que esses virus sao
espécie-especificos, ndo constituem a microbiota
gastrointestinal normal e sdo eliminados em fezes
de individuos infectados (Abad et al. 1997, Grabow
2007). Estes resultados ressaltam a necessidade de se
avaliar o risco de infec¢do humana, uma vez que a
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detecgdo de E. coli dentro dos padrdes aceitos para
agua de recreacdo nao significou a auséncia de RVA,
NoV, HAdV ou HAV, comprovando que este padrdo
de qualidade néo ¢ suficiente para garantir a qualidade
virologica da agua. Desta forma, atribuir seguranga
em termos sanitarios para aguas de recreacao, quando
as bactérias indicadoras estdo dentro dos padrdes
considerados satisfatorios, é admitir ou aceitar uma
falha, com potencial de risco para a satde, uma vez
que a presenca de virus ndo pode ser descartada
(Gerba et al. 1979, Goyal et al. 1984, Skraber et al.
2004, Jiang 2006, Rose et al. 2006, Rajal et al. 2007,
Miagostovich et al. 2008, Espinosa et al. 2009, Silva
et al. 2010).

O presente estudo também avaliou o método de
concentragao viral utilizando filtragdo por membranas
carregadas negativamente em agua salobra. Este
método foi selecionado por utilizar solucdes
inorganicas na eluicdo viral ndo apresentando
efeito inibitério quando associado as metodologias
moleculares de deteccdo, sendo uma alternativa ttil
para superar as limitagdes de técnicas convencionais
como culturas de células, recomendado assim para
deteccdo de virus fastidiosos como os RVA ¢ HAV
(Katayama et al. 2002).
virus RNA e DNA revelou que a associacdo de
métodos aqui descritos representa uma abordagem

viavel para se detectar os principais virus entéricos

A detec¢ao de ambos os

responsaveis pela gastroenterite aguda assim como
o HAV. Metodologias moleculares de detecgdo
gendmica ndo fornecem informagdes sobre a
infecciosidade da particula viral, podendo detectar
genomas provenientes de particulas infecciosas e/
ou derivados de virus inativados ou defectivos
(Gassilloud et al. 2003, Haramoto et al. 2007, Hamza
et al. 2009). Entretanto, a baixa estabilidade do RNA
livrte no ambiente sugere que estas metodologias
detectem particulas virais intactas e ndo o genoma
viral livre da particula, apesar de o mesmo poder ser
detectado mesmo quando os virus estdo inativados
por desinfec¢do quimica, calor ou proteases presentes
na agua (Meleg et al. 2006, Carducci et al. 2008).
Haramoto et al. (2007) demonstraram que o método
de concentra¢dao aplicado neste trabalho concentra
particulas virais completas preferencialmente a
genomas virais livres no ambiente, indicando uma
possivel infecciosidade destes virus. Espinosa et al.
(2008) sugeriram que a deteccdo do genoma viral
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pode ser um indicador adequado para a contaminagao
de aguas superficiais, uma vez que encontrou uma
correlagdo entre infecciosidade e detecgao do genoma
viral.

Até o momento ndo ha relatos na literatura
referentes a detec¢do viral em lagoas de agua
salobra. Entretanto, estudos em amostras de agua
de estuarios demonstram a circulacio de NoV
e HAV (Gentry et al. 2009, Hernandez-Morga et
al. 2009). A detecgdo de virus na Praia do Leblon
(58,3%) revelou a disseminacdo destes virus nesta
matriz aquatica, assim como demonstrado em
outros paises (Calgua et al. 2008, Wong et al. 2009,
Silva et al. 2010). Vale lembrar, que os percentuais
de deteccdo destes virus nas diferentes matrizes
aquaticas sdo influenciados ndo apenas pelo nivel de
contaminacao viral, como também pelos diferentes
métodos de recuperagdo e deteccao utilizados.

Alguns estudos tém sugerido os HAdV como
indicadores virais de contaminagdo fecal humana
em fun¢do de sua disseminagdo no ambiente,
estabilidade em esgotos domésticos e amostras
ambientais e resisténcia aos processos de tratamento
de agua e esgoto (Puig et al. 1994, van Heerden et al.
2003, Pusch et al. 2005, Bofill-Mas et al. 2006). No
presente estudo, foi estatisticamente observada uma
distribuicdo nado homogénea de amostras positivas e
negativas para HAdV e E. coli, porém nao pdde ser
afirmada a associac¢do entre cles.

O percentual de deteccdo de HAdV obtido neste
estudo foi inferior aos percentuais encontrados para
RVA, NoV e HAV, corroborando dados obtidos por
outros trabalhos (Pusch et al. 2005, Miagostovich
et al. 2008). Por outro lado, Prado e colaboradores
(2011) demonstraram alto percentual de detecgao
de HAAV (71%
afluente de duas estagdes de tratamento de esgoto,
onde foram detectados RVA (50%-95%), HAV
(28%-70%), NoV-GII (28%-45%) e NoV-GI (7%-
10%).

A andlise das sequéncias nucleotidicas do

e 85%) em amostras obtidas no

genoma viral permite a classificacdo destes em
gendtipos e subgendtipos distintos, como no caso
do HAV. Também demonstra a similaridade dos
virus circulantes em uma determinada regido,
podendo evidenciar a fonte de contaminacdo em
um surto.

A caracterizacao molecular dos RVA demonstrou
a circulagdo de amostras 12 de origem humana,
segundonova classificacao proposta por Matthijnssens
et al. (2008a, 2008b). As sequéncias nucleotidicas
obtidas apresentaram 99% de identidade nucleotidica
com sequéncias de VP6 de amostras G2P4 (dados
Os RVA 12, detectados em
humanos e bovinos, sdo descritos como associados ao

ndo demonstrados).

genotipo G2P4, enquanto 11, suinos e humanos, estao
associados a G1P8 (Iturriza-Gomara et al. 2002, Lin
et al. 2008, Matthijnssens et al. 2008a, 2008b). No
Brasil, o gendtipo G2P4 vem sendo detectado em
elevado percentual em amostras clinicas e tem se
apresentado como o mais predominante em amostras
de populagdes vacinadas (Santos & Hoshino 2005,
Leite et al. 2008, Ribeiro et al. 2008). No estado do
Rio de Janeiro, segundo levantamento do Laboratorio
de Virologia Comparada e Ambiental/Instituto
Oswaldo Cruz/Funda¢ao Oswaldo Cruz (LVCA/IOC/
FIOCRUZ), Referéncia Regional em Rotaviroses, os
RVA do genotipo G2P4 foram detectados em 57% e
75% das amostras clinicas estudadas nos anos de 2007
e 2008, respectivamente. O percentual de identidade
nucleotidica observado entre os RVA detectados
em amostras provenientes da Lagoa e de espécimes
clinicos de casos de GA ocorridos na cidade do Rio de
Janeiro demonstra como a abordagem ambiental pode
fornecer dados sobre a circulagdo de um determinado
virus na populagao.

Para a detec¢do de NoV, a aplicacdo de técnicas
moleculares vem sendo amplamente utilizada, uma
vez que estes virus ndo dispoem de cultura celular
e modelos animais para sua replicacao (Duizer et
al. 2004). Descrita como a regido mais variavel da
ORF-2, a regido D foi utilizada para caracterizagao
molecular dos NoV em funcao de apresentar regides
com percentual de identidade que possibilitam a
distingdo entre genogrupos e genotipos (Vinjé et
al. 2004). Dentre as 27 amostras positivas, apenas
10 foram positivas para a regido D, sendo que os
cromatogramas gerados nao permitiram a constru¢ao
de um dendograma. A grande quantidade de materiais
inespecificos e inibidores presentes nos concentrados
de agua, a baixa concentracdo de produtos gerados
nos ciclos de amplificacdo e a ndo hibridacdo dos
iniciadores com as sequéncias alvo devido a alta
variabilidade genética desta regido podem ser
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responsaveis pelos resultados negativos encontrados
e pela baixa qualidade das sequéncias nucleotidicas
obtidas.

Dados de sequéncias nucleotidicas do HAV
99%
classificadas como genoétipo I e que, embora todas as

demonstram  que das amostras foram
cinco amostras analisadas nesse estudo tenham sido
caracterizadas como subgenotipo IB, apresentam
diferencas entre elas, sugerindo a existéncia de uma
variedade de cepas circulantes na Lagoa Rodrigo de
Freitas e nas desembocaduras do Rio dos Macacos e
da Praia do Leblon. Os genotipos de HAV possuem
distribui¢ao geografica unica, sendo o gendtipo I o
mais prevalente em todo o mundo, e o subgendtipo
IA mais comum que o IB (Nainan et al. 2006). Os
genotipos IA e IB s@o frequentemente identificados
na América do Norte, América do Sul, Europa, China
e Japao (Robertson et al. 1992). No Brasil, o Gnico
gendtipo que foi encontrado foi o I, principalmente
o subgendtipo IA, embora o subgendtipo IB ja
tenha sido observado nos estados do Rio de Janeiro
e Pernambuco e também na regido Amazodnica (de
Paula et al. 2002, 2007, Villar et al. 2004, 2006).

O risco de transmissdo de doengas virais por
veiculagdo hidrica depende da capacidade dos virus
de se manterem infecciosos por um determinado
periodo de tempo até que entrem em contato com um
hospedeiro suscetivel. Nesse contexto, ¢ fundamental
que se realize uma correlacdo dos dados virologicos
com fatores ambientais para avaliacdo dos efeitos
que estes exercem na persisténcia de particulas virais
nestas aguas, de modo a se avaliar o potencial risco a
saude publica associado ao seu uso (Ward et al. 1986,
Espinosa et al. 2008).

A utilizacdo da agua para fins recreativos suscita
uma série de riscos para a saude, que dependem
de diversos fatores, como a natureza do perigo, a
caracteristica do corpo d’agua e o estado imunolédgico
do usuario. Embora evidéncias obtidas a partir de
estudos epidemioldgicos e relatorios de surtos tenham
demonstrado uma relagdo entre os efeitos adversos
a saude e a imersdo em agua de recreagdo de ma
qualidade, as dificuldades associadas a atribuicao de
uma infec¢do em funcdo do contato com a agua sdo
numerosas (Pond 2005). Entretanto, muitos estudos
epidemiologicos realizados em aguas marinhas e
doce tém mostrado que ha um aumento significativo
na incidéncia de doengas, incluindo gastrointestinais,
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de pele, oculares e de ouvido, nas vias respiratorias ou
infecgdo da ferida entre aqueles que se envolvem em
atividades aquaticas recreativas (Cabelli ef al. 1979,
D Alessio et al. 1981, Cabelli et al. 1982, Seyfried et
al. 1985, Craun et al. 2005). Além disso, os sistemas
de vigilancia de surtos de doengas transmitidas pela
agua nos EUA e Reino Unido revelaram intimeros
surtos associados a piscinas sem tratamento e adguas
recreacionais de baixa qualidade ao longo dos anos,
a maioria deles associado a quadros de GA (Schets et
al. 2010).

Os dados
demonstraram a disseminagdo de agentes virais

apresentados  neste  capitulo
na Lagoa Rodrigo de Freitas, no Rio dos Macacos
e na Praia do Leblon, enfatizando a necessidade
do estabelecimento de parametros virais para a
avaliagdo da qualidade da agua e a necessidade de
se disponibilizar protocolos de detec¢do viral que
auxiliem no monitoramento da qualidade da agua,
na ado¢do de medidas de controle de contaminagao
ambiental, assim como futuros trabalhos de analise

de risco como parte dos planos de seguranca da agua.
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