







https://www.edocbrasil.com.br/



http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4513496Y0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4513496Y0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do;jsessionid=EC728E48AFE16A98FFC773D5A8602CDB.buscatextual_0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do;jsessionid=3C9AE197E57189A69901A5CA9DA477A9.buscatextual_0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4267496U9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4773603E6
http://lattes.cnpq.br/5082780010357040
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do;jsessionid=717CCD2F25938C843451D35B65E24F25.buscatextual_4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4767996D6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4262927E8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4574690P9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4751642T1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4751642T1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4125932D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4785541H8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4707037E3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?metodo=apresentar&id=K4721661A9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730006H5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730006H5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4799345D2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4431074H7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4431074H7
https://orcid.org/0000-0002-5205-8939
https://orcid.org/0000-0002-5205-8939
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4421455Y9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4777457H7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do;jsessionid=8638DBCE607AAA92821915C4BB064847.buscatextual_66
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4732623J3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730979Y6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4770360J4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4177965H7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4273971U7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4769144H2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
http://lattes.cnpq.br/1353014365045558
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4469747P8
http://lattes.cnpq.br/2087310248259232
http://lattes.cnpq.br/2087310248259232
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4227371A7
http://lattes.cnpq.br/0495722051934359
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4417033E2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4723835T5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4208877H4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4208877H4



http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4467061D7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
https://orcid.org/0000-0003-3562-3550
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4208106A6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4465502U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4728374J9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4750685J6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4750685J6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4773701H6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4773701H6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4496674E1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4765517P4
http://lattes.cnpq.br/2926914154460296
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4708470J3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4273971U7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4241566A7



http://www.atenaeditora.com.br/







AGRADECIMENTOS

A gradeco imensamente a Deus por ter me dado forcas para superar as
dificuldades.

A minha orientadora Dr2 Lena Lillian Canto de Sa Morais, por todo apoio,
por estar sempre tirando minhas duvidas, repassando seus conhecimentos e
olha que sdo muitos, te agradeco imensamente pela oportunidade.

Aos meus queridos pais Artur Poiares e Conceicéo Poiares, pois foram
0s primeiros a orientar meus passos rumo ao conhecimento. Aos meus queridos
irméos (Dayse, Denise e Dayvison).

Aos meus amados filhos Jayene Aranha e Artur Aranha, que sempre me
apoiaram, e compreenderam mesmo quando estava ausente.

A todos do Laboratério de Microbiologia Ambiental (Elivam, Walber,
Tereza, Nayara, Naize, Geralda, Pio, Rita Felix) que de certa forma contribuiram
para realizacdo deste trabalho e principalmente, Denise Suellen Amorim de
Sousa Santos que sempre estava dando apoio no laboratério e tirando minhas
dividas, te agradeco de coracéo.

Um obrigado muito especial a Dona Liete Virgolino, que sempre esteve
comigo em todo esse periodo, dando todo suporte no laboratério quando
necessario, foram boas conversas, boas risadas, o tornou meus dias bem
diferentes e mais divertidos. Muito, muito, muito obrigada!

Ao Msc. Bruno Carneiro, pela colaboragédo das analises fisico-quimicas
referente a este projeto.

As meninas da Secédo de Virologia, em especial a Dielle, Mdnica, Thai,
Juliana, Daniele, pelo apoio durante a visualizagdo dos géis no laboratorio.

Um muito obrigada ao Wallace e a Roberta nos momentos de dificuldade
no sequenciador, estando sempre disponivel para resolugéo de problemas.

Ao centro de Informacao Tecnoldgica - CIT pela colaboragéo das anélises
em bioinformatica e em especial ao Jedson pela analise filogenética.

A Fapespa e ao Programa de P6s-Graduagado em Virologia pelo suporte
financeiro.

Agradeco imensamente a todos que contribuiram de alguma forma
contribuiram para a realizacao deste trabalho.



~

APRESENTACAO

Este livro € voltado para o estudo do virus da hepatite A1 (VHA1) e sua
profunda relagcdo com os principais indicadores da qualidade da agua destinada
ao consumo humano. Sua importancia vai além da analise cientifica do tema,
abrangendo também a conscientizacdo sobre a interligacdo entre a 4gua que
consumimos e a saude de nossas comunidades.

Ao longo das paginas, os leitores serdo conduzidos por uma jornada
que abrange desde as caracteristicas (VHA1) até os métodos de analise da
qualidade da agua. Exploraremos os principais indicadores que nos alertam
sobre a presenca de contaminantes, capacitando-nos a compreender como a
prevencdo e monitoramento eficazes podem ser cruciais na protecao da saude
publica.

O conteudo aqui apresentado é fruto de uma extensa pesquisa, analise
critica e colaboragdo entre especialistas comprometidos a desvendar os
segredos da interacdo entre o (VHA1) e a qualidade da agua destinada ao
consumo humano. Esta obra ndo sé busca informar profissionais da saude,
pesquisadores e estudantes, mas também visa sensibilizar gestores publicos e
a sociedade em geral sobre a urgéncia de politicas e praticas que assegurem o
acesso a agua potavel segura.

Desta forma, nossa missdo €& promover a consciéncia, fornecer
conhecimento e impulsionar agdes que levem a melhorias concretas na qualidade
da agua e, por conseguinte, na prevencgédo da hepatite A. Este livro € um convite
a reflexdo, um chamado a a¢do e um recurso valioso para todos aqueles que
buscam compreender e enfrentar os desafios relacionados a saude publica e a
agua potavel em nossas comunidades.



“A mente que se abre a uma nova
ideia jamais voltara ao seu tamanho original’.

Albert Einstein
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RESUMO

O Virus da Hepatite A 1 (VHA1) é o agente etiolégico da hepatite A, doenca
diretamente relacionada ao baixo desenvolvimento econdmico, falta de agua
potavel e caréncia de saneamento. O Brasil & endémico para hepatite A com
destaque para as regides Norte e Nordeste. A transmissao do virus ocorre pela via
fecal-oral, através da ingestao de agua e alimentos contaminados ou por contato
direto com uma pessoa infectada, que elimina grandes quantidades de particulas
virais em suas fezes, contaminando os corpos hidricos. Este estudo teve como
objetivo avaliar a qualidade microbioldgica, fisico-quimica e climatolégica, incluindo
a pesquisa do VHA1 em aguas superficiais destinadas ao abastecimento publico,
bem como avaliar a agua apés tratamento no municipio de Belém no periodo de
janeirode 2012 adezembro 2014. Umtotal de 108 amostras de &guaforam coletadas
e analisadas mensalmente no Lago Bolonha (n=36), Lago Agua Preta (n=36) e
ETA (n=36). A concentracdo das amostras para deteccdo do VHA1 foi baseada
no método de adsorgcéo-eluigdo em membrana filtrante. O RNA viral foi extraido
utilizando o kit comercial QlAamp Viral RNA (QIAGEN), seguida da transcricdo
reversa e Nested-PCR. Para sequenciamento foram utilizados amplicons obtidos
na Nested-PCR. Os produtos foram purificados com Kit comercial Pure Link® PCR
Purification (Invitrogen™) e submetidos a reagédo de sequenciamento utilizando o
Kit BigDye® Terminator Cycle sequencing v 3.1 (Applied Biosystems), seguida de
precipitacdo e posterior sequenciamento na plataforma 3130x/Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Para alinhamento e edicdo das sequéncias utilizou-
se o programa Geneious v. 7.1.8 e compara¢do com aquelas disponiveis no
GenBank usando o programa BLAST do NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Para colimetria utilizou-se o kit comercial Colilert 18 IDEXX®©. De
um total de 108 amostras, 44% (48/108) foram positivas, com destaque para o
Lago Agua Preta que apresentou maior percentual de amostras positivas 37,75%
(18/48), seguido do Lago Bolonha com 31,25% (15/48) e saida da ETAcom 31,25%
(15/48), entretanto, esta diferenca ndo é significativa (p=0.435). A densidade de
E.coli, entre os lagos Bolonha e Agua Preta foi significativamente diferente, com
destaque para o Bolonha que se mostrou mais contaminado (p=0.0001). Na saida
da ETA, o exame bacteriolégico foi sistematicamente negativo, entretanto, em
41,93% (15/36) das amostras o VHA1 foi detectado, mostrando a permanéncia do
virus mesmo apos o tratamento da agua a ser distribuida para populagéo. Entre
as variaveis fisico-quimicas, foi observado associacao positiva entre VHA1 e pH
e associacao negativa entre VHA1 e cloro livre e OD. Este estudo demonstrou a
circulacao de ambos os genétipos IA e IB em amostras de agua superficial e na
agua de consumo humano. Os resultados apontam para degradagdo ambiental
dos mananciais superficiais, além evidenciar que o processo de tratamento da
agua que resulta na ETA nao interfere na ocorréncia do VHA1, corroborando com
a falta de correlacdo entre os indicadores bacterioldgicos e a presenca de virus, o
que chama atencao para necessidade de revis@o da legislagao vigente, tendo em
vista, a disseminagé&o do virus no ambiente e o potencial de risco a saude publica.
PALAVRAS-CHAVE: Virus da Hepatite A 1 (VHA1); coliformes; abastecimento
publico; agua de consumo humano.



ABSTRACT

The hepatitis A virus 1 (HAV1) is the etiologic agent of hepatitis A disease, directly
related to economic development, lack of potable water and basic sanitation. Brazil is
endemic for hepatitis A, especially the north and northeast regions. Transmission of
the virus occurs by the fecal-oral route through the intake of water and contaminated
food or by direct contact with an infected person, which eliminates large amounts
of virus particles in their faeces, contaminating water bodies. This study aimed to
evaluate the microbiological quality, physico-chemical and climatological, including
VHA1 research in surface water for public supply, and evaluate the water after
treatment in the city of Belém from January 2012 to December 2014. A total of
108 water samples were collected and analyzed monthly on Lake Bologna (n =
36), Lake Agua Preta (n = 36) and ETA (n = 36). The concentration of HAV1 in the
samples for detection was based on the method of adsorption-elution in membrane
filter. The RNA virus was extracted using the QlAamp Viral RNA commercial kit
(QIAGEN), followed by reverse transcription and nested PCR. Amplicons were
used for sequencing the obtained in nested PCR. The commercial products were
purified with PCR Purification Kit Pure Link® (InvitrogenTM) and subjected to
sequencing reaction using the kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing v3.1
(Applied Biosystems), followed by precipitation and subsequent sequencing
platform in 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The sequences were
aligned and edited using the V Geneious program. 7.1.8 and compared with those
available in GenBank using the BLAST program of the NCBI (National Center
for Biotechnology Information). For colimetric assays the commercial kit IDEXX
Colilert 18 © was used. From a total of 108 samples, 44% (48/108) were positive
for the presence of viruses, especially the Black Water Lake with the highest
percentage of positive samples 37,5% (18/48) followed by the Lake Bologna with
31,25% (15/48) and out of ETA with 31,25% (15/48), however, this difference
was not significant (p = 0.435). The E.coli density, between Bologna and Black
Water lakes was significantly different, especially the Bologna which was more
contaminated (p = 0.0001). At the exit of ETA, the bacteriological examination was
systematically negative, however, in 41,93% (15/36) of the samples the HAV1
was detected, showing that the virus remain even after treatment of water to be
distributed to people. Among the physicochemical variables, positive association
was observed between HAV1 and pH and negative association was observed
between HAV1, free chlorine and OD. This study demonstrated the circulation
of both IA and IB genotypes in surface water samples and water for human
consumption. The results point to environmental degradation of surface waters, in
addition to evidence that the process of water treatment that results in ETA does not
interfere in the occurrence of HAV1, corroborating the lack of correlation between
the bacteriological indicators and the presence of virus, which draws attention to
the need to amend existing legislation with a view, the spread of the virus in the
environment and the potential risk to public health.

KEYWORDS: hepatitis a Virus 1 (HAV 1); coliforms; public supply; water for human
consumption.
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INTRODUCAO

A agua é um dos elementos essenciais a vida de todos os seres vivos, sendo funda-
mental para sobrevivéncia do ser humano, portanto deve ser ofertada de forma satisfatoria e
segura. No entanto, a qualidade da agua pode ser significativamente afetada pela presenca de
microrganismos entéricos patogénicos oriundos de esgoto ndo tratado desaguado em manan-
ciais superficiais ou de maneira a contaminar os lencdis freaticos e até subterraneos.

Varias doencas sdo causadas por patdgenos como bactérias, protozoarios, helmintos
e virus, que podem ser provocados pela ingestao de d4gua contaminada. Os virus entéricos
podem ser transmitidos pela via fecal-oral, sendo eliminados em grandes quantidades
pelas fezes de individuos infectados. Uma vez no ambiente, podem permanecer viaveis
por meses na agua, resistindo a condi¢cbes ambientais adversas, bem como ao processo
de tratamento da agua destinada ao consumo humano, especialmente aquela para beber.
Dentre os virus entéricos que causam doengas, destaca-se o Hepatovirus Aou VHA1 (VHA1)
que representa um risco para saude publica, devido seu potencial de rapida disseminacéo
pela via hidrica contaminada e causar infecgcdes em humanos, mesmo quando presente em
baixo numero de particulas infecciosas na matriz aquatica.

A infeccdo com VHA1 é a causa mais comum de hepatite viral aguda em todo o
mundo. Existem aproximadamente 1,5 milhdes de casos a cada ano. Sua incidéncia esta
intimamente associada com o desenvolvimento econdmico, a falta de dgua potavel e ao
saneamento deficiente.

Atualmente a legislagcéo brasileira considera as bactérias que fazem parte do grupo
dos coliformes, como indicadores de contaminacéo fecal, sendo a Escherichia coli (E.coli)
utilizada como medidor deste parametro. No entanto, a auséncia da E.coli ndo caracteriza
a auséncia de contaminagéo por outros agentes como os virus. A Portaria 2914/11 do
Ministério da Saude (MS), apenas sugere que 0s virus sejam monitorados, principalmente
na ocorréncia de surtos. Dessa maneira a agua destinada ao consumo humano deve
atender a padrdes de qualidade definidos por legislagdo vigente, entretanto a falta de
correlagéo entre os atuais indicadores de qualidade, tem se mostrado falho no que se
refere a potabilidade, principalmente.

Em Belém, capital do Estado do Par4, esta localizado o manancial do Utinga, uma
das principais fontes de abastecimento publico que abastece aproximadamente 65% da
populagdo com agua potavel, sendo a Companhia de Saneamento do Para (COSANPA)
a responséavel por este abastecimento. Este manancial encontra-se cercado por varias
fontes de contaminacédo por despejo ilegal de dejetos humanos e de animais, além de
estar localizado a aproximadamente 1,400 m do aterro sanitario do Aura, recentemente
desativado, porém seus depédsitos permanecem impactando a area. Além disso, a
exploracdo imobiliaria permanece nas areas do seu entorno de maneira desordenada e
sem qualquer infraestrutura em termos de saneamento basico.

Face ao exposto, julgou-se imperativa a necessidade de avaliar a situacao do
manancial do Utinga, bem como, sua agua apos tratamento realizado pela COSANPA.
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REVISAO DA LITERATURA

2.1 VIRUS ENTERICOS

Os virus entéricos sao aqueles presentes no trato gastrintestinal humano, capazes de
causar infeccdes associadas a quadros de vomitos e diarreia em individuos suscetiveis, tendo
como principal forma de transmisséo a via fecal-oral (WYN-JONES; SELLWOOQOD, 2001).

Esses virus pertencem a diversas familias e géneros, apresentando simetria
icosaédrica e ndo apresentam em sua estrutura o envelope, o que os tornam altamente
resistentes as condicbes ambientais (BOSCH et al., 2008), e sdo incapazes de se replicarem
no ambiente (BORCHARDT et al., 2012). Le Baron et al. (1990) descreveram que estes
virus mesmo em baixas concentracées em agua, podem presentar um risco significativo a
saude, uma vez que a dose infecciosa para muitos virus € bastante baixa.

Atualmente existem mais de 140 tipos de virus entéricos encontrados em ambientes
aquaticos que podem causar uma ampla variedade de doen¢as em seres humanos, tais
como gastroenterite, hepatite, meningite, conjuntivite e até mesmo diabetes (FOUNT et al.,
2003), sendo que as principais estao relacionadas com a ingestdo de agua contaminada.

Até o presente momento ndo ha um modelo ideal desenvolvido que possa determinar
de forma confiavel a presenca dos virus entéricos nas aguas superficiais (JURZIK et
al.,, 2010), uma vez que sua presenca em diferentes sistemas aquéticos, ainda nao foi
documentada com sucesso, assim como ainda ndo ha acordo sobre a adequacgéo de alguns
virus como indicadores da qualidade da agua (ROSARIO et al., 2009).

Entretanto, a Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) ressalta
a importancia dos virus entéricos, considerando estes 0os mais seguros e confiaveis para
0 monitoramento ambiental, por serem mais resistentes as variacdes de temperatura e
presenca de substancias na agua (KARAGANIS et al., 1983; RZEZUTKA; COOK, 2004).

Desse modo, alguns virus entéricos vém sendo propostos como indicadores
de contaminacédo da agua e dentre eles os mais estudados sdo os Adenovirus (AdV),
Enterovirus (EV), Rotavirus (RV), os Norovirus (NoV) e o VHA1 (LUZ et al., 2012). Outros
virus também vém sendo avaliados como indicadores como € o caso do Poliomavirus do
tipo JC (JCPyV) (ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009; FUMIAN et al., 2013) e Torque teno
virus (TTV) (GRIFFIN et al., 2008).

2.2 HEPATITE A

2.2.1 Trasmissao

A principal forma de transmissdo do VHA1 é pela via fecal-oral, através do contato
pessoa-a-pessoa, ou pela ingestdo de agua e alimentos contaminados por fezes de
individuos infectados.
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A pessoa infectada com o virus da hepatite A € a forma mais comum de se evidenciar
que houve contato com o microrganismo, pois o agente € capaz de sobreviver nas maos e
objetos inanimados (MBITHI et al., 1992; STAES et al., 2000), bem como durante viagens
internacionais para regides endémicas ou ainda através do uso de drogas injetaveis que
também podem levar ao desenvolvimento da infeccdo (GRINDE et al., 1997; KATZ et al.,
1997). O risco também pode estar relacionado a atividade sexual, principalmente entre o
homossexual género masculino, em funcao principalmente de contato oroanal, orogenital e
digito-retal (HENNING et al., 1995; KATZ et al., 1997).

VHAT1 néo € transmitido de méaes infectadas para os recém-nascidos, a transmisséo
intrauterina ndo ocorre porque os anticorpos Anti-VHA IgG presente durante a fase inicial da
infeccdo atravessa a placenta, fornecendo prote¢céo ao concepto (WHO, 2000; SELANDER
et al., 2009). Segundo Santos e Lopes (1997), durante os primeiros 6 a 12 meses de vida
€ raro a ocorréncia de sintomas de infec¢éo pelo VHA1, admitindo-se que os anticorpos
transmitidos pela mae fornecem prote¢ao contra a doenca nesse periodo.

O virus também pode ser eliminado na saliva dos pacientes, porém ndo ha dados
que possam sugerir sua transmisséo (MACKIEWICZ et al., 2004), havendo também relatos
de que o virus possa ser excretado na urina de individuos infectados (GILES et al., 1964;
HOLLINGER; EMERSON, 2007).

2.2.2 Patogénese

As particulas virais sdo ingeridas e adsorvidas no intestino delgado, transitam
na corrente circulatéria e chegam ao figado através da circulacdo portal (PEREIRA;
GONGCALVES, 2003). Os virus se replicam nos hepat6citos a partir de uma cadeia de RNA
com sentido negativo, que é originada a partir da cadeia de RNA com sentido positivo, por
acao de uma RNA polimerase viral (PEREIRA; GONCALVES, 2003). Apés a montagem
dos virus estes sao liberados para os canaliculos biliares, indo para o intestino, juntamente
com a bile, sendo eliminados com as fezes em grandes quantidades (MARTIN; LEMON,
2006) (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema do ciclo de replicacdo do VHA1

Canaliculos
Biliares

Fonte: adaptado - MARTIN E LEMON, 2006.

a) adsorcao e penetracéo; b) liberacdo do RNA gendmico; c) sitio de entrada do ribossomo medeia a
traducéo da poliproteina; d) processamento proteolitico pela protease; e) traducéo de fitas negativas
intermediarias do genoma viral; f) traducéo de fitas positivas do genoma viral a partir de fitas negativas;
g) fitas positivas utilizadas para a tradugéo de novas fitas negativas; h) fitas positivas formando novas
particulas virais.

Os mecanismos responsaveis pela lesdo hepatocelular, permanecem mal
caracterizados, no entanto, o processo inflamatoério ocasionado pelo o VHA1 parece ser
atribuido a resposta do sistema imunoldgico a infec¢@o no hepatécito, em vez de um efeito
citopatico direto do virus (MARTIN; LEMON, 2006).

Tahaei et al. (2012), também afirmaram que a infeccdo é desencadeada por uma
resposta imune contra as células infectadas, levando a destruicdo de células hepaticas,
tendo como consequéncia, o extravazamento de enzimas do figado como Alanina
aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase (AST), que aumenta durante o curso
da doencga, além do acumulo da bilirrubina o que faz com que a pele e os olhos a figuem
amarelados.
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2.2.3 Manifestacoes Clinicas

As manifestagdes clinicas s@o bastantes variaveis, podendo ocorrer desde uma
infeccdo assintomética ou mesmo evoluir para um quadro mais grave, levando a morte
por insuficiéncia hepatica aguda. Essas manifesta¢des clinicas dependem da idade do
hospedeiro, onde criangas menores de seis anos de idade sdo assintomaticas em sua
maioria, enquanto que nos adultos infectados a maioria apresenta sintomatologia (HADLER
et al., 1980; NAINAN et al., 2006).

Nos casos sintomaticos o paciente apresenta fadiga, febre, desconforto
gastrointestinal, anorexia, nausea, vomito e a ictericia é verificada nas membranas das
mucosas da conjuntiva e da pele (KOFF, 1992).

Os sintomas menos comuns incluem calafrios, mialgias, artralgias, tosse, diarreia,
constipacgéo, prurido e urticaria (CUTHBERT, 2001). Os sinais fisicos incluem hepatomegalia,
esplenomegalia, bradicardia e linfadenopatia cervical posterior (KEMMER; MISKOVSKY,
2000; CUTHBERT, 2001).

O curso clinico da hepatite aguda pode ser dividido em diferentes fases, sendo
a primeira chamada fase de incubacdo ou pré-clinico, que caracteriza o tempo entre a
exposicao ao virus e o inicio dos sintomas. Durante esta fase, que varia de 15 a 50 dias,
com média de 30 dias, o paciente permanece assintomatico, apesar de replicac¢éo viral ativa
e excrecgao viral nas fezes. Na fase pré-clinica, a transmisséo do virus € muito significativa,
devido a elevada carga viral que é excretada (KOFF, 1998).

A segunda fase é caracterizada pelo aparecimento de sintomas nado especificos,
com intervalo de alguns dias antes do inicio da ictericia. Em mais da metade dos pacientes,
este periodo é caracterizado pelos sintomas ja mencionados (KOFF, 1992, 1998), além
de outros sintomas tais como, corrimento nasal, tosse, cefaléia, também podem estar
presentes. Tais sintomas tendem a diminuir com o inicio da ictericia, embora alguns possam
persistir (KOFF, 1998).

A terceira fase é a ictérica comega com o aparecimento da collria (urina escura),
hipocolia (fezes esbranquicadas), amarelamento da pele e membranas das mucosas. Esta
surge apos os primeiros sintomas, e ndo é observada em todos os casos sintomaticos da
hepatite A (DE PAULA, 2012).

A hepatite fulminante pode ocorrer, mas é raro e a taxa de mortalidade para hepatite
A é baixa, ocorrendo com mais frequéncia em adultos do que em crian¢as (CURHBERT et
al., 2001). Além disso, o risco ainda é maior em pacientes com doengas hepaticas cronicas.
Ainda sao descritas uma variedade de manifestagcbes extra-hepaticas tais como: hemdlise,
colecistite aguda, nefrite (CURHBERT et al., 2001).
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2.2.4 Diagnéstico

O diagnostico para hepatite viral pode ser realizado através dos ensaios para
dosagem dos niveis das enzimas hepéaticas e bilirrubina concomitante ao perfil sorolégico
do paciente (CURHBERT et al., 2001).

Os testes bioquimicos da funcéo hepatica podem ser usados como auxiliar para
o diagnéstico da hepatite viral, e inclui a medi¢éo da bilirrubina total no soro, fosfatase
alcalina, ALT e AST, mas apenas ALT é um teste especifico para a hepatite. Em pacientes
sintomaticos, o aumento de ALT e AST, fosfatase alcalina e bilirrubina ocorrem com
freqliéncia (TONG et al., 1995). As concentracbes de ALT e AST fornece uma avaliagéo
quantitativa de lesdes hepéaticas durante a infec¢éo aguda (DE PAULA, 2012).

Mas para confirmacéo do diagnéstico € necessério realizacao do teste sorolégico
para deteccdo de anticorpos Anti-VHA, sendo este imprescindivel para identificacdo
do agente etiologico, pelo fato dos sintomas agudos serem semelhantes aos de outras
hepatites virais (DE PAULA, 2012). O Anti-VHA IgM é detectavel quando surgem os
primeiros sintomas e suas concentracées diminuem a niveis indetectaveis no prazo de 3
meses para a maioria dos pacientes. Aimunoglobulina IgG aparece precocemente no curso
da infecgdo e continua a ser detectavel durante todo o tempo de vida da pessoa e fornece
protecao contra reinfeccdo (WASLEY et al., 2006).

Os anticorpos Anti-VHA IgG e IgM podem ser detectados simultaneamente 1-2
semanas ap0s o inicio dos sintomas. Os titulos de anti-VHA IgG sobe gradualmente,
atingindo niveis elevados durante a fase de convalescenca (STAPLETON et al., 1991).
Anticorpos da classe IgA também séo produzidos durante a infeccdo, mas por um tempo
limitado (MACKIEWICZ et al., 2004) e tem importéncia na barreira intestinal. No entanto,
estes anticorpos ndo mostram atividades neutralizantes (STAPLETON; LEMON, 1987).
Apesar de nao ser encontrada em todos os doentes, sua importancia clinica até entdo era
desconhecida (YOSHIZAWA et al., 1980).

Outros autores tem revelado que Anti-VHA IgG e IgA séo detectados no soro, saliva,
urina e fezes (LOCARNINI et al., 1978; ALMEIDA et al., 1999; SHAO et al., 2003; JOSHI
et al., 2002). Para Laufer et al. (1995) os teste realizados com saliva tem se mostrado
como uma ferramenta na triagem em investigagdes de surtos e estudos epidemioldgicos.
No entanto, a detec¢do de Anti-VHA na saliva é mais baixo quando comparado com o
diagndstico realizado no soro (OBA et al., 2000; MACKIEWICZ et al., 2004).

Considerando que a coleta de amostras de saliva € mais segura, ndo invasiva e
mais barata que a coleta de sangue no campo de estudo epidemioldgico, Amado et al.
(2011) demonstrou a importancia de se avaliar amostras de saliva em um surto de hepatite
A o que poderia facilitar estudos de surtos do VHA1.

O diagnostico molecular tem se tornado cada vez mais utilizado para pesquisa de
infeccdo causada por virus. A PCR (Polymerase Chain Reaction) € a técnica mais sensivel
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para a triagem de amostras clinicas (DE PAULA et al., 2003) e eficaz para o diagnoéstico
de infeccédo pelo VHA 1 (ARNAL et al., 1998; DE PAULA et al., 2004). Além disso, este
método é amplamente utilizado para deteccdo do genoma do VHA1 em diferentes tipos
de amostras como, por exemplo: soro, saliva, suspenséao fecal e amostras ambientais (DE
PAULA et al., 2003).

2.2.5 Epidemiologia

A hepatite A é uma infec¢do que ocorre no mundo inteiro, estando sua distribuicdo
geografica relacionada diretamente com nivel de desenvolvimento socioeconémico e
condi¢cbes precérias de higiene. As condi¢des que contribuem para a propagacao do virus
entre as criangas nestas areas incluem aglomeracéo familiar, baixos niveis de saneamento
e abastecimento de agua inadequado (SHAPIRO; MARGOLIS, 1993; JACOBSEN;
KOOPMAN, 2005). Assim, em areas com alta endemicidade como Africa, Oriente Médio,
india, onde as infeccdes sdo geralmente assintomaticas e as epidemias sao raras, 50% de
soroprevaléncia é alcancada entre 5 a 14 anos de idade (MOHD HANAFIAH et al., 2011;
CDC, 2015).

Em areas de endemicidade intermediaria como Europa oriental, Sudeste da Asia,
América Central e América do Sul (CDC, 2015), a soroprevaléncia é atingida entre os
individuos de 14 a 34 anos de idade com ocorréncias de epidemias, ou seja, a infeccao
ocorre entre os adolescentes e adultos jovens (COUDRAY-MEUNIER et al., 2014).

Nas areas com baixa endemicidade como América do Norte, Europa ocidental e
Australia a maioria € suscetivel ao VHA1, em especial as pessoas com mais de 50 anos
de idade, onde o risco de hepatite fulminante & maior (COUDRAY-MEUNIER et al., 2014).
A doenca predomina nos grupos de risco especificos para adultos como: viajantes para
paises onde a hepatite A € endémica, usuéarios de drogas injetaveis e homossexuais
(SHAPIRO; MARGOLIS, 1993; BROMAN et al., 2010; WHO, 2014).

No Brasil a endemicidade para o VHA1 é considerada intermediaria (Figura 2), sendo
sua prevaléncia variavel a niveis regionais. No periodo de 1999 a 2011 foram notificados
no Sistema de Informag¢édo Nacional de Agravos de Notificagdo - SINAN 138.305 casos
confirmados e a maior parte deles foram registrados na regido Norte e Nordeste (BRASIL,
2012), conforme tabela 1. Na regido Norte a distribuicdo dos casos de hepatite A, também
diferem de um Estado para outros da Federagcdo. Dos 32.282 casos confirmados no
periodo de 1999 a 2011, mostram que os Estados do Amazonas e Para foram os que mais
apresentaram casos para a infecg¢éo, respectivamente 35,4% e 18,8%. Criangas acima
de cinco anos de idade e adultos jovens foram os mais afetados. No periodo de 2000 a
2011 na regiao ocorreram 146 6Obitos por hepatite A, a maioria no Estado do Para (49,3%)
(BRASIL, 2012).
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De acordo com DATASUS foram registrado nos anos de 2007 a 2015, 19.698 casos
de hepatite A na regido norte, com maior nimero de casos no Estado do Amazonas com
5.698 casos e o menor em Rondbnia com 788 casos. No Estado do Para durante este
periodo foram registrados 5.033 casos de hepatite A (Figura 3). No municipio de Belém
foram registrados 394 casos de hepatite A, evidenciando o declinio no niUmero de casos
entre o periodo de 2007 a 2015 (Grafico1). Foram verificadas ocorréncias da doenga em
criangas com menos de um ano de idade em menores percentuais. Vale ressaltar que a
maioria das criangas com menos de seis anos de idade s&o assintomaticas, portanto, néo
ocorrendo a notificacdo. De acordo com dados do DATASUS a populacdo mais afetada
compreendeu a faixa etéria de 20 a 39 anos com 110 casos confirmados de hepatite A
(Tabela 2). O sexo masculino (57,62%) é o mais atingido pela infeccdo quando comparado
ao sexo feminino (42,38%).

Figura 2 - Distribuigdo geografica do VHA 1: Areas endémicas de hepatite A no mundo
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Fonte: Adaptado - TAHAEI et al., 2012.
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Tabela 1 — Percentuais de casos confirmados de hepatite A por regides brasileiras no periodo de 1999

- 2011
Regides Percentuais
Norte 23,3%
Nordeste 31,2%
Sudeste 16,1%
Sul 17,2%
Centro — Oeste 12,1%

Fonte: Brasil, 2012.

Figura 3 — Percentuais de casos confirmados de hepatite A na regido norte no periodo de 2007 a 2015
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Grafico 1 — Casos confirmados de hepatite A no Estado do Para e municipio de Belém no periodo de

2007 a 2015

800

700 4

600 -

500 A

400 4

300 4

200 A

100 -

MNimero de casos de hepatite A no Estado Pard

B Pard == Belém

r 140

F 120

r 100

r 80

F 20

2007

2008

2002

2010 2011 2012

Ano

2013

MNimero de casos de hepatite A no municipio de Bélém

2014 2015

Fonte: DATASUS, 2015.

Tabela 2 — Distribuicdo de casos de hepatite A por faixa etaria no municipio de Belém no periodo de

2007 a 2015
Faixa etaria N° de Casos Percentuais (%)

<1 05 2
1a4 19 5
5a9 79 19
10a14 81 21
15a19 88 22
20a39 110 28
40 a 59 10 2.5

60 a 64 01 0.25
65 a 69 00 00

70a79 01 0.25
80 a+ 00 00

Fonte: DATASUS, 2015.
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2.2.6 Tratamento e Prevencéao

N&o ha terapia especifica para doenc¢a causada pelo VHA1, os casos graves como
insuficiéncia hepatica aguda devem ser tratados em unidade de terapia intensiva e o
transplante hepatico pode ser considerado (PEREIRA; GONCALVES, 20083).

A principal forma de prevencdo é o abastecimento adequado de agua potavel e
descarte adequado do esgoto combinado com préaticas de higiene pessoal, reduz a
propagacédo do VHA1 (WHO, 2014). A transmisséo deve ser prevenida com adogéo de
medidas que evitem a exposi¢cdo ao agente, tais como a higiene pessoal que inclui uma
simples lavagem as maos ap6s o0 uso de sanitarios e antes do preparo de alimentos,
bem como a higienizacdo de utensilios e tratamento de alimentos crus. Além disso, é
necessario o melhoramento das condicbes de saneamento basico, visando reducdo na
contaminagé@o de agua. Outras medidas necessarias sdo a imunizagéo passiva com 0 uso
de imunoglobulinas e a imunizacéo ativa através da vacina (FERREIRA; SILVEIRA, 2004).

A disponibilidade de vacinas também é outra forma de prevencdo, uma vez
que conferem imunidade a longo prazo contra a infeccdo e tem o potencial de reduzir
significativamente a incidéncia da doenca e possivelmente, eliminar a transmissdo da
infeccdo (MARGOLIS 2000; BELL; FEINSTON, 2004; DOMINGUEZ et al., 2007).

Atualmente é recomendado que criangas menores de dois anos de idade sejam
vacinadas contra a hepatite A (MATHENY; KINGERY, 2012). No entanto, a vacina também
deve ser administrada aos grupos de risco, tais como homossexuais, usuario de drogas
injetaveis e profissionais de saude que estdo em risco profissional de infeccdo (GARDNER
et al., 1996 ). A imunizacédo universal seria essencial para controlar a disseminagéo da
hepatite A, embora, tenha seu custo elevado, o que limita a sua disponibilidade para publico
de modo geral (HOLLINGER et al., 1995).

A vacina esta disponivel no mercado desde a década de 90 e esta composta por
particulas virais inativadas, indutora de anticorpos direcionados contra o VHA1 (MARTIN;
LEMON, 2006) tendo sido recentemente introduzida no Brasil estando presente no
calendario de vacinagéo, sendo administrada em criangas de 1 ano de idade até 23 meses.

2.3 VIRUS DA HEPATITE A 1 (VHA1)

O Hepatovirus A ou VHA1 foi identificado pela primeira vez em 1973, quando as
particulas virais foram encontradas nas fezes de voluntarios presos, nas quais o virus foi
inoculado (FEINSTONE et al., 1973). O virus pertence a familia Picornaviridae, tendo como
Unico género Hepatovirus, espécie Hepatovirus A (ICTV, 2015). A particula viral possui
diametro de aproximadamente 27 nanémetros (nm), ndo apresenta o envelope em sua
estrutura, e 0 genoma é constituido por uma molécula de RNA de polaridade positiva de
aproximadamente 7,5 Kb (SIEGL, 1982).
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O VHA1 possui genoma infeccioso, ja que o RNA de fita simples atua como uma
molécula mensageira para a tradugéo de polipeptideos virais e como molde para replicagao
do genoma viral. A replicagdo ocorre no citoplasma do hepatocito infectado por um
mecanismo envolvendo a RNA polimerase dependente do RNA (HOLLINGER; TICEHURS,
1996). O VHAT1 replica-se muito lentamente em células de culturas, sem causar efeito
citopatico aparente e a sua adaptacéo a células de cultura requer uma série de passagens
(HOLLINGER; EMERSON, 2001).

O genoma esta dividido em trés regides: uma regido 5 ndo codificadora que
representa cerca de 10% do genoma (734 a 740 nucleotideos), ligada de forma covalente
a proteina viral VPg; uma regido intermedidria que apresenta uma Unica fase aberta
de leitura (ORF) (2.225 a 2.227 nucleotideos), que codifica todas as proteinas virais,
designadas pelas regides P1 (proteinas do capsideo), P2 e P3 que codificam as proteinas
nao estruturais associadas com a replicacdo; e uma pequena regido na extremidade 3’ (40
a 80 nucleotideos), ligada a uma cauda poliadenilada (HOLLINGER; EMERSON, 2007).

Figura 4 — Representac¢éo da organizagdo do genoma do VHA1 e suas principais proteinas

Regido aberta de leitura

|
YN L L R

VPg
& Tradugio
Proteinas estruturais Proteinas ndo estruturais
I 1 [ |
T | e P3 |

Capsideo Viral Replicagdo

ot el AR W W ||eI =

Pré-VPg

VPg
Protease

RNA Polimerase

Fonte: Adaptado — PEREIRA; GONCALVES, 2003.
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A ORF codifica poliproteinas denominadas (P1, P2 e P3), que por clivagens resultam
nas diferentes proteinas virais. P1 é clivada em quatro proteinas VP1 a VP4. O dominio P1
€ o precursor dos dominios 1A-D, dos quais resultam as proteinas estruturais constituintes
do capsideo viral VP4 (1A), VP2 (1B), VP3 (1C) e VP1(1D). A VP4 é uma proteina viral
do capsideo, essencial para a formagdo do virion, mas ndo € detectada nas particulas
virais maduras. Os dominios P2 e P3 séo precursores dos dominios 2A, 2B e 2C e 3A, 3B,
3C e 3D, respectivamente, dos quais resultam as proteinas ndo estruturais necessarias
para o processo de replicagdo viral. O dominio 3B resulta na proteina VPg que € ligada
a extremidade 5’ do genoma, tem a funcao de iniciador da transcricdo. O dominio 3C tem
atividade de protease, enquanto que o produto do dominio 3D constitui a RNA polimerase
do virus (MELNICK, 1992) (Figura 4 e 5)

As regides VP3, VP1 e VP1/2A apresentam algumas diferengas genéticas. A regido
VP3 é a mais conservada, VP1 apresenta variabilidade intermediaria, enquanto a jungéo
VP1/2A é mais variavel (ROBERTSON et al., 2000; COSTA-MATIOLLI et al., 2002). Aregido
de maior variabilidade do genoma que € a regido da jungéo das proteinas VP1/2A, foi neste
estudo utilizada para sequenciamento, a fim de identificar os genétipos circulantes.

Figura 5 — Representacéao das proteinas virais VHA 1

Fonte: http://www.rcsb.org/pdb/pv/pv.do?pdbid=4QPI&bionumber=1

O VHA1 inicialmente foi descrito apresentando sete genétipos com base na
variagdo da sequéncia do fragmento de 168 nucleotideos abrangendo a juncéo VP1/2A
(ROBERTSON et al., 1992). No entanto, Lu et al., 2004 descreveram o genétipo Il e VII
como sendo um unico genétipo com base na sequéncia completa da regido VP1 e VP1/2A.
A partir dai foram descritos seis gendtipos virais (I a V1), sendo que os genétipos |, 1l e 1lI
apresentam subgenétipos A e B que sdo responsaveis por infectar humanos e outros trés
gendtipos por infectar primatas. O geno6tipo VII foi reclassificado dentro do gen6tipo Il como
sub genotipo 1IB (COSTA-MATTIOLI et al., 2003). Os gendtipos | e 11l sdo os gendtipos mais
predominantes isolados de seres humanos (NAINAN et al., 2006). Perez-Sautu et al. (2011)
propds o surgimento do subgendtipo IC. D’Andrea et al. (2015) revelou em seu estudo o
surgimento do gendtipo IC durante um surto de origem alimentar.
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2.4 DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS E SUBGENOTIPOS DO VHA 1

A circulagéo dos genétipos do VHA1 tem sido observada em vérios paises, com
predominéncia de um uUnico genotipo. Em paises da Europa tem sido descrito circulagéo
simultanea de diferentes genétipos, evidenciando que as amostras sdo oriundas de areas
com alto padréo de endemicidade (ROBERTSON et al., 1992).

No mundo o mais prevalente € o gendtipo do tipo | que representa cerca de 80 % das
amostras circulantes, o subgenétipo IA é relatado com mais frequéncia do que o genoétipo
IB (ROBERTSON et al., 1992) este sendo predominante no Oriente Médio (FITZSIMONS
et al., 2010). Em paises como Estados Unidos e Europa ocidental o subgendtipo IA &
dominante, mas todos 0s geno6tipos e subgendtipos ja foram relatados. Nainan et al. (2006),
ainda conclui que a maioria das cepas podem ser identificadas como importadas com base
nas andlises filogenéticas. Na América do Sul, o genétipo | tem sido o unico identificado,
sendo que em paises como Argentina, Uruguai e Chile (COSTA-MATTIOLI et al., 2001a),
Costa-Rica, El Salvador (ARAUZ-RUIZ et al., 2001), Cuba (DIAZ et al., 2001), Venezuela
(SULBARAN et al., 2010), os isolados sé@o exclusivamente subgenétipo IA. No Brasil, a
infeccé@o pelo gendtipo | se apresenta de carater endémico. Este é o Unico pais da América
do Sul onde se tem observado a circulagdo concomitante de ambos os subgenétipos 1A e
IB (DE PAULA et al., 2002; DEVALLE et al., 2003).

O genétipo Il tem sido relatado em muitas partes do mundo, mas € prevalente
no continente asiatico. Com relato do subtipo IlIA na Coréia, Russia, Estdnia e Japao.
Os subtipos IlIA e IlIB cocirculam amplamente com IA e IB (VAUGHAN et al., 2014).
Ja o gendtipo Il raramente é isolado e sua variabilidade genética é muito baixa, sendo
encontrado em paises como Serra Leoa, Franca (ROBERTSON et al., 1992) e parecem
estar limitado a Africa Ocidental (DESBOIS et al., 2010).

2.5 ESTABILIDADE DA PARTICULA VIRAL NO MEIO AMBIENTE

Varios fatores podem interferir na sobrevivéncia e infecciosidade dos virus no
ambiente como, temperatura, radiagéo solar, umidade relativa do ar, pH, tipo de superficie,
adsorcdo a soélidos, caracteristicas estruturais das particulas (tamanho e auséncia de
envelope), presenca de nutrientes e outros microrganismos (TANI et al., 1995; LIPP et al.,
2001).

No que diz respeito a temperatura e radiacdo solar, observa-se uma maior
sobrevivéncia viral em ambientes com temperaturas mais baixas e com menor exposicéo a
luz ultravioleta (UV). A auséncia de envelope na estrutura dos virus torna-o mais resistentes
a inativacao por determinados compostos quimicos como éter e cloro. Desta forma o VHA1
€ um dos virus que € resistente ao processo de cloracao, pois permanece viavel em aguas
tratadas com concentracées de cloro e cloreto livres normalmente empregadas no controle
bacteriano (APPLETON, 2000; TAVARES et al., 2005).
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Mbithi et al. (1991) estudando a sobrevivéncia do VHA1, principalmente o efeito da
umidade do ar e temperatura, concluiram que a sobrevivéncia do virus € inversamente
proporcional ao grau de umidade e temperatura. Os virus sobreviveram melhor a 5°C do
que a 20° ou 35° C. A 35° C e 95% de umidade relativa o virus era indetectavel apos 4 h,
enquanto que a 5°C e 95% de umidade relativa, 50% das particulas de virus infeccioso
permaneceu infecciosa.

Para Hurst et al. (1989) varios parametros fisicos e quimicos se tornam prejudiciais
para a sobrevivéncia dos virus entéricos em amostras de dgua de superficie, a turvagéo e
sélidos em suspenséo representam uma influéncia benéfica para a permanéncia do virus
no ambiente.

O VHA1 pode facilmente sobreviver e persistem em agua doce ou salgada por até
12 meses (SOBSEY et al., 1988) e pode manter a sua infecciosidade por alguns dias ou
semanas em fezes secas (MCCAUSTLAND et al., 1982).

2.6 INDICADORES MICROBIOLOGICOS DE QUALIDADE DA AGUA

A avaliacdo da qualidade microbiolégica da agua potavel tem como objetivo
proteger os consumidores de doencas provocados por bactérias, virus e protozoarios
(LIN; GANESH, 2013). Atualmente a utilizacdo de um organismo indicador para avaliar a
qualidade microbiologica da dgua ja é bem estabelecida e tem sido praticada por quase um
século (FIGUERAS; BORREGO, 2010).

Um organismo indicador para ser considerado ideal deve preencher os seguintes
requisitos: ser de origem exclusivamente fecal; apresentar maior resisténcia que os
patdégenos aos efeitos adversos do meio ambiente e processos de tratamento; ser
removido e/ou inativado por meio de tratamento de agua pelos mesmos mecanismos e
na mesma proporcao que os patogénicos; apresentar-se em maior nimero que outros
patogénicos; ser de facil identificacdo; nao se reproduzir no meio ambiente. No entanto,
nao existe um Unico organismo que satisfaca todas essas condi¢g6es simultaneamente. Na
auséncia de um indicador ideal deve-se trabalhar com melhor indicador, ou seja, aquele
que apresentem a melhor associagdo com os riscos a saude na contaminagdo da agua
(BRASIL, 2006b). Sendo assim, os principais indicadores utilizados para monitoramento
de agua potavel sdo os coliformes totais, coliformes termotolerantes, E.coli, enterococos
e bacteriéfagos (FIGUEIRAS; BORREGO, 2010). Outras espécies podem também ser
utilizadas como indicadores alternativos de contaminagéo como as bactérias heterotréficas
e ainda o Clostridium perfringens (LIN; GANESH, 2013).

Nenhum dos indicadores bacterianos atualmente utilizados para o monitoramento
satisfaz todos os critérios estabelecidos para a qualidade da agua (ASHBOLT et al., 2001;
BITTON, 2005). A concentragéo de bactérias fecais pode proporcionar certo nivel de indicagcéo
de virus entéricos quando a contaminagdo se origina a partir de fontes humanas. Esta relacdo
pode nao existir quando a fonte de poluicdo é de origem animal (PAYMENT et al., 2000).
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2.6.1 Grupos coliformes

As bactérias do grupo coliformes sao formadas por bactérias da familia
Enterobacteriaeceae que incluem os géneros: Klebsiella, Eschechichia; Enterobacter;
citrobacter; Kluyvera; Leclercia e alguns membros da Serratia (NOGUEIRA et al., 2003),
além do género Yersinia (CETESB, 2009). Destes apenas a E. coli é considerada como
habitante exclusiva do trato intestinal do ser humano e animais homeotérmicos. Os demais,
além de serem encontrados nas fezes, também podem ser encontrados na agua, vegetais
e no solo (BORREGO; FIGUERAS, 1997).

O grupo coliforme & normalmente usado como indicador da auséncia ou da
precariedade de um sistema de saneamento. Os coliformes ndo provocam doengas do
trato gastrointestinal, sua presenga na agua apenas indica que a ingestéo do liquido podera
provocar patogenias por outros grupos de microrganismos, ja que no trato gastrointestinal,
junto dos coliformes, podem ser liberados também outros organismos patogénicos. (VIEIRA;
OLIVEIRA, 2001). Os coliformes totais tém sido considerados padréo primario de agua
potavel, no entanto este tem sido questionado pelas agéncias reguladoras, associando
estes tipicamente com a eficacia do tratamento (FIGUERAS; BORREGO, 2010). O grupo
coliforme possui um subgrupo de bactérias denominadas coliformes termotolerantes. Sendo
a espécie E. coli, bactéria exclusivamente de origem fecal. Coliformes termotolerantes
apresentaram correlacdo positiva com a contaminacgéo fecal de animais de sangue quente.
No entanto, algumas bactérias coliformes termotolerantes em conformidade com esta
definicdo também pertencem ao género Klebsiella e que tem sido isolado em amostras
ambientais na auséncia de contaminacao fecal (FIGUERAS; ROBERTSON; BORREGO,
2000; TORANZOS et al., 2007). Assim como outros membros de bactérias termotolerantes,
inclusive a E. coli, ja foram encontradas em areas intactas (HAZEN; TORANZOS, 1990).

Embora existam algumas desvantagens usando coliformes totais e coliformes fecais
como indicadores, a detecgcédo destes em agua potéavel pode indicar falha no sistema de
tratamento. Portanto, os coliformes ainda séo reconhecidos como indicadores aceitaveis,
especialmente nos processos de tratamento e desinfeccdo no sistema de tratamento de
agua (WHO, 2003). Segundo Cardoso et al. (2003) a presenca de E. coliindica contaminagao
recente, ja que eles ndo se multiplicam e nem persistem por um longo periodo, possuindo
sobrevivéncia similar a de bactérias patogénicas. Em regides temperadas os indicadores
fecais tais como E. colitende a morrer em aguas devido a varios fatores como temperatura
e nutrientes. Em regides tropicais esses indicadores tém mostrado resultado um quanto
duvidoso. Como por exemplo, na pesquisa de Hazen e Toranzos (1990), que encontram
elevados nimeros de E. coli na auséncia completa de contaminacéo fecal.

Alguns estudos tém mostrado que a E. colitem capacidade de persistir em ambientes
secundarios, tais como em agua, solo, sedimentos e outros, sugerindo que podem se
replicar nesses ambientes na auséncia de contaminacdo fecal (BYAPPANAHALLI et
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al., 2006; SIDHU et al., 2008; VIGNAROLI et al., 2013). A E. coli, é atualmente utilizada
pelas estagdes de tratamento de 4gua como indicador de maior representatividade da
contaminacéo fecal (SILVA et al., 2005). J& foi estabelecido que esta contaminacao néo esta
correlacionada com a presenca de virus entéricos. A presencga de virus e outros patdgenos
no ambiente é um indicador de contaminacao fecal que constitui um risco potencial para
uma populacao exposta, uma vez que tais agentes patogénicos néao constituem a microbiota
gastrointestinal normal, e s6 séo excretados por individuos doentes (ABAD et al.,1997).

2.6.2 Enterecocos

Os Enterecocos s&o propostos como indicadores de contaminagéo fecal
complementar aos coliformes fecais, devido a alta concentracdo nas fezes e alta taxa de
sobrevivéncia no ambiente (NOBLE et al., 2003). O grupo é um valioso indicador bacteriano
para determinacao da extensao da contaminagéo fecal de aguas superficiais recreacionais.
Estudos em aguas de praias marinhas e de agua doce indicaram que as gastroenterites
associadas ao banho estéo diretamente relacionadas a qualidade das aguas recreacionais
€ que os enterococos séo os mais eficientes indicadores bacterianos de qualidade de agua
(CETESB, 2009).

Os estreptococos fecais satisfazem alguns dos critérios, embora nédo tanto quanto a
E. coli e eles podem ser utilizados como indicadores complementares de poluigéo fecal ou
verificar a eficiéncia do tratamento em certas circunstancias (LIN; GANESH, 2013). Segundo
Ashbolt et al. (2001) os enterococos podem ser usados para indicar a contaminagao fecal
e indicar indiretamente a presenca de virus.

2.6.3 Bactérias heterotroficas

As bactérias heterotroficas incluem todas as bactérias que usam nutrientes
organicos para o seu crescimento, fornecem informacdes adicionais sobre eventuais falhas
de desinfecgéo, colonizagé@o e formacéo de biofilmes no sistema de distribuicdo de agua
(BRASIL, 2006b). Servindo, portanto de indicador auxiliar da qualidade da agua. A portaria
2914 /2011do MS estabelece que deva ser feita a contagem desta bactéria em 20% das
amostras mensais em agua tratada, nao devendo essa contagem exceder 500 UFC/ml. As
bactérias heterotréficas, s6 representam riscos se encontradas em altas concentracoes, e
sua enumeragao é utilizada como um parametro complementar aos coliformes, uma vez
que densidade elevadas de bactérias heterotréficas podem comprometer a deteccdo de
bactérias do grupo coliformes (DOMINGUES et al., 2007).
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2.6.4 Clostridium perfringens

Clostridios Sulfito Redutor séo bactérias anaerdbias formadores de esporos e o mais
caracteristico é o Clostridium perfringens. E normalmente encontrado nas fezes, embora
seja encontrado em menor nimero que a E. coli. Entretanto, ndo sdo exclusivamente
de origem fecal, podendo ser encontrados em outras fontes ambientais. Os esporos de
clostridios podem sobreviver na agua por muito mais tempo do que o grupo coliforme e
resistir a desinfecgdo. Sua presenca em aguas desinfetadas pode indicar deficiéncias no
tratamento e presenca de outros patdgenos resistentes ao tratamento (PAYMENT, 1991).

Para alguns autores o monitoramento de Clostridium perfringens em agua
tratada pode fornecer beneficios para se avaliar a eficiéncia na remog¢édo de organismos
patogénicos resistentes, tais como, oocisto de Cryptosporidium e cisto de giardia em
sistemas de tratamento de agua (HIRATA et al., 1993; FERGUSON et al., 1996), além de
avaliar o risco de infecgédo de atividades recreativas (BROOKES et al., 2005; VIAU et al.,
2011). Devido a essa constatacao, Clostridium perfringens foi sugerido como um potencial
indicador alternativo para o monitoramento da qualidade da agua recreacional (BOEHM et
al., 2009). Além de néo se reproduzir em sistemas aquaticos (DESMARAIS et al., 2002).
No entanto, para Vierheiling et al. (2013) os Clostridium perfringens néo se justificam mais
como indicador para monitoramento da poluicao fecal da agua, sugerindo que estes deva
ser considerado como indicador conservador para excretas de animais selvagens néo
herbivoros e associado a esgoto humano.

2.6.5 Bacteriéfagos

Os Bacteriéfagos ou fagos séo virus que infectam bactérias e sdo conhecidos como
colifagos. Os fagos séo prototipos valiosos para os virus entéricos, porque compartilham
algumas propriedades como: morfologia, estrutura, tamanho e local de replicacdo. Além
disso, € mais resistente aos fatores ambientais, o que tornam os colifagos, como os mais
favoraveis indicadores de contaminacao fecal que a E. coli (GRABOW, 2001; JURZIK et
al., 2010). A sobrevivéncia e a incidéncia de fagos em ambientes de agua se assemelham
aos de virus humanos mais perto do que a maioria dos outros indicadores bacteriana
comumente usada (LIN; GANESH, 2013).

Varios grupos de bacteri6fagos tém sido utilizados como indicadores fecais e virais,
servindo como modelos para avaliar a eficiéncia da cloracédo de agua potavel (MORINIGO et
al., 1992; BORREGO, 1995). Os grupos propostos sao colifagos sométicos, bacteriéfagos
F- especifico ou F-RNA RNA (fagos F-RNA) e fagos que infectam Bacteroides fragilis
(HAVELAAR; HOGEBOOM, 1988; DURAN et al., 2003).

Os bacteriéfagos, uma vez que séo virus que infectam bactérias, tém taxas de
sobrevivéncia que sdo mais semelhantes as do virus entéricos, e eles sao muitas vezes

usados como substitutos para os virus entéricos para determinar a eficiéncia do tratamento.
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No entanto, sua concentragéo na agua, geralmente é insuficiente para torna-los Uteis para
avaliar seu tratamento (KOTT, 1981; GRABOW, 1986).

Os fagos séo inativados por condi¢cdes semelhantes aos das bactérias, os fatores
mais significativos sdo a temperatura, soélidos em suspensdo, atividade biologica e
radiacdo solar (GRABOW, 2001). No estudo de Espinosa et al. (2009) os colifagos foram
apresentados para serem complementar ou equivalentes a outros indicadores, sendo
altamente recomendado inclui-los como indicadores de poluicdo fecal e como indice
de virus entéricos para programas de monitoramento da qualidade da agua. E uma das
vantagens da utilizagdo de bacteri6fagos como modelos de virus entéricos € que seus
ensaios sao simples e baratos (PARK et al., 2011).

2.7 LEGISLACAO
A resolucdo 357/2005 do CONAMA dispbe sobre a classificacdo dos corpos de

agua e diretrizes ambientais. Esta resolucado classifica os corpos d’agua conforme sua
destinacdo de uso (Quadro 1). As aguas de superficie aqui estudadas, segundo esta
resolugé@o, podem ser classificadas como corpo d’ agua doce de classe 2, sendo destinadas
ao abastecimento para consumo humano, ap6és tratamento convencional, uma vez que nao
foram enquadradas pelo érgéo competente local.

No Brasil a Portaria 2914/2011 do MS dispde sobre os procedimentos de controle e
de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padréo de potabilidade.
Agua de consumo humano é a agua potavel destinada a ingestédo, preparacgéo e produgéo
de alimentos e a higiene pessoal, independente de sua origem. A agua potavel deve
atender ao padrao de potabilidade estabelecido por esta portaria, para que néo ofereca
risco a saude. Assim, estabelecendo a auséncia de coliformes totais e E. coliem 100 mL
de agua na saida de tratamento. Esta Portaria, ainda recomenda o monitoramento de virus
entéricos nos pontos de captacdo de agua provenientes de mananciais superficiais, com
objetivo de subsidiar estudos de avaliacdo de risco microbioldgicos. Nao estabelecendo
nenhum parametro ou metodologia aplicavel para a pesquisa de virus (LUZ et al., 2012).

No ambito internacional, as diretrizes da qualidade da agua no Canada tém a E. coli
como indicador de seguranca microbioldgica de agua potavel, enquanto que virus entérico
é referido apenas monitoramento (HEALTH CANADA, 2014). Segundo WHO (2011)
menciona os virus entéricos presentes na auséncia do indicador de contaminacao fecal e

sugere outros organismos mais resistentes como indicador para a qualidade da agua.
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Quadro 1 — Classificagao de aguas doces, segundo normas do CONAMA, quanto sua destinacao

CLASSE DESTINACAO

Especial » Abastecimento para consumo humano, com desinfeccéo;

» Preservacgéao do equilibrio natural da comunidade aquatica;

» Preservacédo dos ambientes aquaticos em unidades de conservagéo e de
protecao ambiental;

Classe 1 » Abastecimento para consumo humano, ap6s tratamento simplificado;

» Protecdo das comunidades aquéticas;

- Recreacgédo de contato primario(natagéo,esqui aquatico e mergulho

+ lIrrigacédo de hortaligas que sado consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam
rentes ao solo e que

+ sejam ingeridas cruas sem remogao de pelicula;

» Protecao das comunidades aquéticas em Terras Indigenas;

Classe 2 » Abastecimento para consumo humano, ap6s tratamento convencional;
» Protecao das comunidades aquéticas;
» Recreacéao de contato primario (nata¢é@o, esqui aquético e mergulho;
+ Irrigacao de hortalicas, plantas frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte
e lazer, com os quais o publico possa vir a ter contato direto, aquicultura e a
atividade de pesca
Classe 3 » Abastecimento para consumo humano, apos tratamento convencional ou
avancgado;
» lrrigacéo de culturas arbdreas, cerealiferas e forrageiras;
+ Pesca amadora
» Recreacgao de contato secundario
» Dessedentagao de animais.
Classe 4 » Navegacéo

* Harmonia paisagistica.

Fonte: Resolugdo CONAMA 357/2005

2.8 VIRUS NO AMBIENTE E NA AGUA DESTINADA AO CONSUMO HUMANO

Surtos sao relatados a cada ano no que diz respeito as doencgas transmitidas
pela agua, sendo estas associadas a aguas de recreacdo, agua potavel proveniente de
manancial superficial e subterranea, além de aguas residuais. Sua transmissao depende da
introducdo de material fecal na fonte de a4gua, e o tratamento inadequado ou interrompido
da agua destinada ao consumo (CRAUN et al., 2010; LAMBERTINI et al., 2011). Os virus
de veiculagédo hidrica sdo capazes de causar uma variedade de doencgas agudas e a
gastroenterites & a mais comumente relatada de acordo com tabela 3 (WARD et al., 1986;
TEUNIS et al., 2008).

Em &guas de recreacdo a ocorréncia de virus entéricos esta relacionada com locais
que ndo recebem tratamento, como lagos, rios, praias entre outros, em oposi¢cdo aos
locais que recebem tratamentos como parque aquaticos e piscinas. No entanto doencas
de veiculagdo hidrica podem ocorrer em ambos locais. Em estudo de revisdo realizado
por Gibson, (2014) foram relatados 26 casos de surtos relacionados agua de recreacéo
tratadas e nao tratadas no periodo de 2003 a 2008.
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Tabela 3 — Virus de preocupacao primaria para surtos de doengas transmitidas pela agua

Familia Virus Propriedades Doengas associadas

Adenoviridae Adenovirus 90-100 nm, dsDNA Conjuntivite, Gastroenterite,
Doencas respiratérias

Astroviridae Astrovirus 28-30 nm, ssRNA Gastroenterite

Picornaviridae Enterovirus 24-30 nm, ssRNA Gastroenterites, encefalite,
meningites, conjuntivite.

Picornaviridae 25-30 nm, ssRNA Hepatite

Picornaviridae HEV 25-30 nm, ssRNA Hepatite

Caliciviridae Norovirus 27-38 nm, ssRNA Gastroenterites

Reoviridae Rotavirus 70-75 nm, dsRNA Gastroenterites

Fonte: Adaptado de Gibson, 2014.

No que diz respeito as aguas subterraneas € mais provavel que esta esteja livre
de microrganismos patogénicos, devido a filtragem natural que ocorre no ambiente
(REYNOLDS, 2004). Muitas vezes a contaminacao pode ser atribuida a falhas ou ma
instalagbes de um sistema séptico, ndo permitindo atenuagdo adequada dos patégenos,
em especial os virus, devido seu rapido movimento da superficie ao aquifero. (GUPTA et
al., 2009; BORCHARDT et al., 2011). Ha varios relatos sobre a ocorréncia de virus entérico
em pocos individuais e municipais. Borchardt et al. (2012) relataram amostras positivas
para (AdV, EV e NoV), além de terem estimado de 6% a 22% das gastroenterites, sendo
estas atribuidas a agua de torneira néo tratada. Segundo Fout et al. (2003), a agua potavel
nao tratada foi responsavel por aproximadamente 50% de surtos por dgua contaminada
nos Estados Unidos. Na Coréia do Sul foi descrito que 17% a 22% das amostras foram
positivas para NoV em agua subterranea (LEE et al., 2011).

Na agua potavel também tem sido descrito a ocorréncia de patégenos virais. A
Franca foi a forga motriz para investigagcao da ocorréncia de virus entéricos em agua potavel
(GIBSON, 2014). Na China foram relatados por Ye et al., 2012, que 100% das amostras
foram positivas para RV e AdV e 21% para EV. Foi descrito por Lee e Kim (2002), que 4
% e 7% de amostras foram positivas para NoV Gl e Gll respectivamente. Segundo Gibson
(2014), 12 surtos foram notificados no periodo de 2003 a 2010, dez surtos de NoV e dois
surtos de VHA 1 em fontes agua potavel. O sistema de informacédo de saude e ambiental
europeu destacou que os dados disponiveis no periodo de 2000 a 2007 mostraram 148
casos de surtos causados por virus entéricos, destes 136 foram de fontes de agua potavel
e 12 de aguas de recreacao (WHO, 2007).

As aguas residuais também s&o responsaveis por carrear virus entéricos e tém sido
descrito como uma importante fonte de disseminacao. Prado et al. ( 2011), detectaram em
seu estudo a presenca de RV, NoV, AdV e VHA 1 em estacbes de tratamento de aguas
residuais provenientes de dois hospitais. Evidenciando assim o potencial de contaminagéo
dessa matriz aquatica.
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2.9 METODOLOGIAS EMPREGADAS PARA CONCENTRA(;AO VIRAL EM
AMOSTRAS AMBIENTAIS

Os primeiros estudos que investigaram a filtracdo de virus foram baseados no
trabalho de Elford (1931) no qual o objetivo desse estudo foi determinar o tamanho da
particula do virus (VER, 1968). Durante os anos de 1960 e 1970 houve um maior foco para
o desenvolvimento de métodos para isolar e detectar virus a partir de amostras de agua
e assim a expansao da virologia ambiental. Em 1975 a Organiza¢do Mundial de Saude,
formou grupos, promulgando métodos para isolamento do virus a partir de amostras de
agua. Anos depois foram publicados métodos padronizados incluindo a concentracao e
deteccgéo de virus em agua (GREENBERG; TARAS, 1981).

Os métodos para concentracdo de virus em amostras ambientais sdo baseados
em propriedades macromoleculares das proteinas virais que modificando sua carga
elétrica em fungéo do pH e da forca idnica exercida ambiente (BOSCH,1998). As particulas
virais apresentam polaridade, permitindo sua adsor¢cdo a uma variedade de matrizes
carregadas como, por exemplo, as membranas. Estas ainda possuem massa molecular
relativamente elevada, o que possibilita sua concentragdo por métodos de ultrafiltracdo
e ultracentrifugacdo (WYN-JONES et al., 2001; BOSCH et al., 2008). Estas propriedades
séo levadas em consideragéo por diversos métodos desenvolvidos para concentragdo de
particulas virais amostras ambientais.

Atualmente ométodo mais utilizado paraaconcentragcdodovirus sebaseianaadsorgéo
das particulas virais em filtros de microporosidade, carregados eletronegativamente, e
posterior eluicdo em pequenos volumes (BOSCH et al., 2008; HIIL et al., 2009). No entanto,
0 uso de membranas carregadas negativamente tem o inconveniente de que as amostras
devem ser previamente ajustadas, ou seja, a agua tem que ser acidificada, e muitas vezes,
sais precisam ser adicionados para facilitar a adsor¢ao dos virus aos filtros eletronegativos.
Isso ocorre porque a maioria dos virus entéricos € carregado negativamente no ambiente
(BOSCH et al., 2008). Uma das desvantagens para concentracao das particulas virais é o
uso de grande volume de agua, entretanto esse volume muitas vezes se faz necessario,
uma vez que os virus entéricos estdo em niveis baixos no ambiente aquético (GIBSON et al.,
2012). Outro método utilizado é a membrana carregada positivamente, que ndo exigem o
pré-acondicionamento antes da filtrag&@o, trabalha confiando na carga negativa da particula
viral em agua, mas faz uso de extrato de carne, o que acarreta em maiores inibidores, o
que representa um dos maiores inconvenientes para deteccéo do virus, gerando resultados
falsos negativos (SCHWAB et al., 1995).
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2.’10 TECNICAS PARA DETEin\O E QUANTIFICA(;AO DE PARTICULAS
VIRAIS EM AMOSTRAS DE AGUA

A Biologia Molecular vem sendo utilizada na Virologia Ambiental desde a década de
90 (ABBASZADEGAN et al., 1993; FONG; LIPP, 2005), a PCR é um método que possibilita
amplificacéo e deteccao de quantidades de particulas virais, uma vez que uma Unica copia
do genoma viral é suficiente, possibilitando ainda informacdes quanto aos genétipos do
virus para epidemiologia da doencga e para programas de vacinagdo (BOSCH et al., 1998;
CARTER, 2005; BOSCH et al., 2008).

Devido a alta sensibilidade, a PCR é capaz de detectar particulas virais mesmo
quando essas sdo incapazes de causar efeito citopatico nas células de cultivo (LEE;
JEONG, 2004). Uma das desvantagens da PCR é a incapacidade de diferenciar entre
0 virus infeccioso e nédo infeccioso. Essa limitagdo tem levado o emprego desta técnica
associado a técnica de cultura celular (RODRIGUEZ et al., 2009), que atualmente é o
método recomendado pela USEPA para monitoramento de virus em amostras ambientais
(CARTER, 2005). Este método é considerado padrdo ouro para quantificacdo do virus
infeccioso, no entanto as condicbes em que muitos virus entéricos devem ser cultivados,
ainda nao sao conhecidas (MATTISON; BIDAWID, 2009), além de outros virus crescerem
lentamente ou ndo produzir efeito citopatico (BOSCH et al., 2011).

A presenca de inibidores encontrados comumente em amostras ambientais como
a presenca de cations, acidos humicos e metais, tem revelado sua limitacdo diante de
amostras ambientais, gerando resultados falsos negativos (FONG; LIPP, 2005). Arealizagédo
de PCR é de grande importancia para o sequenciamento das amostras, pois este &
utilizado para definir a diversidade viral em amostras de dgua de recreacao e agua potéavel
(WILLIAMSON et al., 2008; ROSARIO et al., 2009), e em amostras de fezes (FINKBEINER
et al., 2008). Borchardt et al. (2012) demostraram em seu estudo que os resultados de
gPCR possam estar subestimados, atribuindo este fato, as perdas de virus durante ao
processo de filtracdo da amostra, concentracdo secundaria e etapas de extracdo de &cidos
nucleicos.

Hamza et al. (2009), observou que virus ndo-envelopado com genoma de DNA,
como AdV , resistem a inibicbes que possam ocorrer em técnicas moleculares pela presenca
de compostos diversos nas amostras de agua, enquanto que a deteccédo dos virus nédo-
envelopados dotados de genoma de RNA, devido a etapa adicional de transcri¢ao reversa,
pode ser mais afetada pela presenca destes compostos, o que dificulta a deteccdo de
patdgenos virais em amostras ambientais (CARMELATO et al., 2011).
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2.11 INPORTANCIA DA PESQUISA DO$ ViRUS ENTERICOS NOS
MANANCIAIS DE ABASTECIMENTO PUBLICO

Entende-se por manancial de abastecimento publico todo o corpo de agua doce
superficial e subterranea, utilizada para consumo humano ou desenvolvimento de atividade
econdmica, devendo este ser alvo de atengéo especifica (BRASIL, 2015).

De acordo como Plano Municipal de Saneamento Béasico (PMSB) do municipio
de Belém (2014), a COSANPA é a responsavel pelo fornecimento de abastecimento de
agua potavel, que atende o municipio de Belém e outros municipios, utilizando mananciais
superficiais e subterrdneos para atender a populacéo. A Regido Metropolitana de Belém
(RMB) é formada por cinco municipios: Belém, Ananindeua, Marituba, Benevides e Santa
Béarbara, e mais recentemente o municipio de Santa Isabel do Para cuja populagéo estimada
para 2014, foi de 2.129.515 habitantes, segundo IBGE (Tabela 4).

Belém compreende a maior parte da populacdo e também a maior demanda por
parte do abastecimento de agua potavel. A COSANPA gerencia os municipios de Belém,
Ananindeua e Marituba, enquanto o Sistema Auténomo de Agua e Esgoto de Belém - SAAEB
atua nos distritos de Icoaraci, Mosqueiro, Outeiro e em areas periurbanas do municipio de
Belém. As prefeituras municipais de Benevides, Santa Barbara sdo responsaveis pelos

sistemas de abastecimentos em seus proprios municipios.

Tabela 4 — Distribuicdo da populacédo na RMB

Municipios *Populacao (hab.)
Belém 1.432.844
Ananindeua 499.776
Marituba 120.305
Benevides 57.393
Santa barbara 19.197

Fonte: IBGE 2014.

*Populacédo estimada

Segundo PMSB A producédo de agua atende cerca de 75% da RMB e 70% das
aguas séo provenientes de mananciais superficiais e 30% sao provenientes de mananciais
subterraneos. A COSANPA atualmente gerencia 56 setores de abastecimento de agua,
sendo 19 com 4gua de manancial superficial (tabela 5) e 37 setores com agua de manancial
subterraneo. O manancial de 4gua superficial € formado por um sistema integrado, divididos
em 4 sistemas de abastecimentos de agua, sendo constituidos por unidades de aducéo,
reservacao, elevatorio e rede de distribuicao.
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Tabela 5 — Sistemas de abastecimento de agua superficial

SISTEMA AGUA BRUTA ETA SETORES

Utinga- Sao Braz Lago Bolonha Sao Braz 1°,2°,3°e 4°

Utinga- 5° setor Lago Bolonha 5° Setor &

Zona central Lago Bolonha Bolonha 6°,7° 8%°e 9°

Zona de expansao Lago Bolonha Bolonha 12°,13°, 14°, 28°, 29°,

30°, 31°, 32°, 33° e 37°

Fonte: PMSB, 2014

O rio Guama4, o lago Agua Preta e o lago Bolonha sdo os mananciais utilizados
no abastecimento de agua superficial que atende a maior parte dos municipios de Belém
e Ananindeua. Os lagos foram formados por meio de construgdo de barragens e séo
reforcados pelo sistema adutor que leva agua do rio Guama. A agua do lago Bolonha é
recalcada por 2 estagOes elevatorias de agua bruta (Bolonha e Utinga) e para 3 Estagdes
de Tratamento de Agua (ETA) (Bolonha, Sdo Braz e 5° Setor). O manancial subterraneo
utiliza um sistema isolado por meio de pogos tubulares de grandes profundidades. Os
sistemas sdo constituidos por estagcdo de tratamento, reservatério apoiado, estacéo
elevatéria de agua tratada, reservatério elevado e rede de distribuicdo. Entretanto, nem
todos os sistemas sdo dotados de unidades de tratamento de agua.

Outro servigo prestado pela COSANPA é o de esgotamento sanitario, que compreende
37,63% do municipio de Belém. O lancamento indevido de esgoto sem tratamento leva a
polui¢éo e contaminagéo dos corpos hidricos, sendo prejudicial ao meio ambiente e oferece
risco a saude da populagédo. Neste sentido torna-se imprescindivel a pesquisa de virus
entéricos, principalmente do VHA1 que é o objeto de estudo nos mananciais superficiais
destinados ao consumo humano.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia do VHA1 em aguas superficiais destinadas ao abastecimento
publico, bem como avaliar a 4gua na saida de tratamento (ETA) no municipio de Belém no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro 2014.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

»  Detectar o genoma do VHA1 nas amostras de agua coletadas;

+ Quantificar e descrever estatisticamente os indicadores bacterioldgicos de qua-
lidade nas amostras de agua coletadas;

- Determinar e descrever estatisticamente as variaveis fisicas e quimicas nas
amostras de agua coletadas;

+  Descrever estatisticamente as variaveis climatolégicas que interferem na area
de estudo;

+  Correlacionar as variaveis bacterioldgicas, fisico-quimicas e climatologicas en-
tre si e com a presenca do VHAT;

+  Determinar os genétipos e subgendtipos do VHA1 circulantes.
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MATERIAL E METODQOS

4.1 DESCRIGAO DA AREA DE ESTUDO

A éarea de estudo compreende os mananciais de agua superficiais que sdo
responsaveis pelo abastecimento de agua no municipio de Belém e parte de Ananindeua.
Os lagos Bolonha e Agua Preta est&o localizados no Parque Estadual do Utinga considerado
uma Area de Protegdo Ambiental. Na figura 6 pode-se observar que o Lago Bolonha é
0 menor em extensdo, possuindo uma area de aproximadamente 2 Km? e Lago Agua
Preta com uma area de 7,2 Km2, que nasce no municipio de Ananindeua, percorre grande
extensdo de area habitada desse municipio, e atinge o municipio de Belém (TEIXEIRA
2003).

Os lagos sao abastecidos pela bacia hidrografica do Rio Aura, parte do lgarapé
Tucunduba e Uriboquinha, sub-bacias do igarapé Mucutum e Agua Preta, além de um
sistema de captacéo implantado pela COSANPA instalado as margens do rio Guama sendo
responsavel por manter os niveis de agua entre os dois lagos, este sistema de bombeamento
transporta agua do rio Guama em diregdo ao Lago Agua Preta, que encaminha para ao
Lago Bolonha por meio de um canal (SODRE, 2007).
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Figura 6 — Localizagdo da Area de Estudo

< LABGE®
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Fonte: LABGEO/IEC/SVS/MS PT01- Lago Bolonha PT02- Lago Agua Preta PT03- ETA
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4.2 AMOSTRAGEM

As amostras foram coletas mensalmente no periodo de janeiro de 2012 a
dezembro 2014 conforme quadro 2. As coletas foram realizadas sempre no mesmo ponto,
aproximadamente 20 cm abaixo da superficie, no periodo matutino, nos dois lagos, a
primeira coleta foi realizada no canal do Lago Agua Preta localizados nas coordenadas
S 01°24°46” W 048°25’16.8”, em razédo de sua distancia, a segunda amostra foi coletada
no Lago Bolonha com coordenadas S 01°25’15.3” W 048°26’02.6”, proximo ao ponto de
captacao de agua ETA Bolonha e a terceira amostra foi obtida diretamente da torneira
na saida da Estagdo de Tratamento de Agua (ETA) com coordenadas S 1°25'07.8” W
048°26'22.1".

Quadro 2 — Nimero de amostras coletadas no Lago Bolonha, Lago Agua Preta e ETA Bolonha no
Parque Estadual do Utinga no municipio de Belém/Para, Ano janeiro 2012 a dezembro 2014

Ano Lago Bolonha* Lago Agua ETA§ TOTAL
Preta’
2012 12 12 12 36
2013 12 12 12 36
2014 12 12 12 36
TOTAL 36 36 36 108

*PTO1- Lago Bolonha *PT02- Lago Agua Preta SPT03- ETA

4.3 ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

As amostras coletadas foram armazenadas em vasilhames de polipropileno
esterilizados com capacidade de 4 L de agua, sendo acondicionadas em caixas térmicas
para pesquisa de virus. Para analise de bactérias foram coletadas amostra de agua na
saida da ETA, sendo armazenada em saco NASCO de 100 mL contendo tiossulfato, sendo
mantida em caixa térmica. Foram também coletadas amostras para analises fisico-quimicas.
Todas sendo transportada a secdo de meio ambiente do Instituto Evandro Chagas, para
processamento das amostras.

4.4 CONCENTRAGAO VIRAL

As particulas virais presentes nas amostras foram concentradas pelo método de
adsorgdo-eluicao adaptado de Katayama et al. (2002). As amostras foram filtradas utilizando
um sistema de filtrac&o, constituido por uma bomba de vacuo, um recipiente de presséo e

um suporte de membranas (figura 7).
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Figura 7 — Método de concentragéo viral a partir de amostras de agua

Fonte: Arquivo pessoal

a) sistema de concentracgao Millipore; b) acidificacéo e ajuste do pH; ¢) membrana HA ap6s filtragéo.

Foram adicionados a amostra 1.200 mg de cloreto de magnésio (MgCl2), ajustando
o pH para 5,0 com a adigéo de acido cloridrico 6 N (HCI). Em seguida, a mesma foi filtrada
em membrana HA carregada negativamente (142 mm de didmetro, malha de 0,45 pm,
Millipore®) acoplada ao suporte do sistema de filtracdo. A membrana foi rinsada com
300 mL de acido sulfarico 0.5 mM, pH 3 (H2S04). Os virus foram eluidos em 15 mL de
hidréxido de sodio 1 mM, pH 10,5 (NaOH, Vetec, Brasil) por agitacdo em placa de Petri
durante 10 minutos. O eluato foi neutralizado pela adi¢cdo de 50 pL de H2SO4 50 mM e
50 pL de tampao Tris-EDTA (TE) 100X (10uM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0) e transferido para
um concentrador de amostras liquidas Amicon Ultra-15 (Millipore, Brasil). Em seguida, foi
realizada centrifugagéo a 5.000 rpm por 15 minutos a 4°C, resultando em um volume final
de 2 mL, o qual foi estocado a -20°C para posterior extracdo do material genético.
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4.5 DETECCAO VIRAL

4.5.1 Extracao do Acido Nucleico
Para obtencé@o do RNA viral utilizou-se o Kit “QIAmp® Viral RNA Mini Kit’ (Qiagen,

Valencia, Espanha) conforme instrucbes do fabricante, cujo fundamento baseia-se
nas propriedades seletivas de ligacdo do RNA a membrana de silica-gel combinadas a
centrifugagcdo em alta velocidade. Em um microtubo de 1,5 mL contendo substancia
carreadora de RNA, adicionou-se 560 uL de tampéao de lise (AVL) e 140 pL da amostra
concentrada, sendo homogeneizada por 15 segundos por agitagdo em vortex e incubada a
temperatura ambiente por 10 minutos, tempo suficiente para a completa lise das particulas
virais. Apos periodo de incubacdo, 560 pL de etanol (96 — 100%) gelado foi adicionado
a mistura agitando por 15 segundos. Em dois passos, a solu¢do mistura foi transferida
para o tubo contendo uma coluna com membrana de silica-gel em seu interior: 630 pL
transferido a coluna e centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente, o
tubo coletor contendo o filtrado foi descartado. Apos as centrifugagdes, 500 uL de tampéao
de precipitagdo AW1 foi cuidadosamente adicionado a coluna e entédo centrifugado a 8.000
rpm por 1 minuto. A coluna foi transferida para novo tubo coletor, sendo o anterior contendo
o filirado descartado. Um volume de 500 pL de tampé&o de lavagem AW2 foi adicionado
a coluna e centrifugado a 14.000 rpm por 3 minutos, o filtrado descartado, e uma nova
centrifugacéo a 14.000 rpm por 1 minuto foi realizada para eliminar possiveis tracos do
tampao AW2, uma vez que pequenas concentracbes desse reagente podem interferir
na amplificacdo do RNA. A coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL estéril,
devidamente identificado, sendo em seguida adicionados 50 uL de tamp&o de eluigéo AVE.
As amostras foram incubadas durante 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugadas a

8.000 rpm para recuperagdo de RNA aderido a membrana de silica-gel.

4.5.2 Sintese do DNA complementar (cDNA)

Para a obtengédo do DNA complementar (cDNA), o RNA viral foi submetido a reacao
de transcricdo reversa (RT) utilizando um iniciador randémico pd(N)6 (Invitrogen). A
reacao de RT foi realizada a partir de 9,5 pL de RNA adicionado a mistura de reagentes
apresentada no Quadro 4, seguindo para o termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystem), onde foi submetida as etapas de transcri¢éo reversa (RT) a 50°C por
50 minutos e denaturacdo a 85°C por 5 minutos.
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4.5.3 Reacao em Cadeia mediada pela Polimerase (PCR)

A amplificagé@o da regido VP1/2A do genoma do VHA foi realizada a partir da técnica
de nested PCR, uma variacdo da PCR tradicional, em que ha uma segunda etapa de
amplificagéo utilizando um par de iniciadores internos aos que foram utilizados na primeira
etapa (Quadro 3), visando aumentar a sensibilidade e especificidade da técnica. A primeira
etapa de amplificagdo (1° round) foi realizada utilizando 5 pl do cDNA, adicionando-o a
mistura de reagé@o contendo 1 pL de cada oligonucleotideo F6 (250 ng/ uL) e F7 (250 ng/
uL), 9,5 pL de agua Ultra Pura, 4 puL de dNTP (1,25 mM), 2,5 uL do tampéao 10X, 1,5 uL
de MgCl2 (50mM) e 0,5 pL da Taq DNA polimerase (5U/uL), obtendo um volume total de
25 pL. A segunda reagédo de amplificagéo (2° round) que caracteriza a técnica do nested
PCR, utilizou 1 pL do produto da primeira amplificacdo e os oligonucleotideos internos
F8 e F9, 13,5 pL de agua Ultra Pura, e o0 mesmo volume e concentracdo dos demais
reagentes da primeira amplificacdo, obtendo um volume total de 26 pL. O programa de
amplificacéo da 1° e 2° etapa de amplificacéo consistiu de desnaturacéo prévia a 95°C por
5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30
segundos e extenséo a 72°C por 30 segundos, subsequente extensao final de 72°C por 10
minutos e hold a 4°C no equipamento termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystem).

Os produtos das amplificagcbes foram visualizados em transluminador UV ap6s
eletroforese em gel de agarose a 2%, em tampéo TAE 1x (TAE 40x estoque — TrisBase
1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na2 40 mM/1000 mL agua deionizada), corado com
brometo de etideo (0,5 pg/mL), para observacdo do fragmento de DNA com tamanho
esperado de 244 pb.

Quadro 3 — Sequéncias dos iniciadores utilizados na nested- PCR

Iniciadores Sequiéncia 5’ - 3’
F6 CTATTCAGATTGCAAATTAYAAT
F7 AAYTTCATYATTTCATGCTCCT
F8 TATTTGTCTGTYACAGAACAATCAG
F9 AGGRGGTGGAAGYACTTCATTTGA

R=AouG;Y=CouT
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4.6 SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento das amostras positivas foi realizado a partir do produto do 2°
round da PCR, purificado com o kit comercial Pure Link® PCR Purification Kit (Invitrogen)
de acordo com as instru¢des do fabricante. Para reacao utiliza-se o kit BigDye Terminator
Cycle Sequencing ver. 3.1 (Applied Biosystems) e o equipamento 3130x/ Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) seguindo as recomendac¢des do fabricante. Resumidamente, 2 pL do
material genético purificado, que consiste dos fragmentos de 244pb obtidos na reacéo de
nested-PCR foram utilizados no preparo das reagdes de sequenciamento, que foi composta
de 250 ng de cada um dos iniciadores (F8 e F9), em reag¢des separadas, juntamente com
o tampéo da reacéo e o BigDye, totalizando um volume final de 20 pL. As reacdes foram
dispostas no termociclador e submetidas a 25 ciclos onde as etapas de desnaturacao
ocorreram a 96°C, anelamento a 50°C e extenséo a 60°C. Apds a ciclagem da reacéo de
sequenciamento o DNA foi precipitado (EDTA 125 mM; etanol) para retirada do excesso de
reagentes que possam interferir na obtencao dos dados durante a eletroforese.

4.6.1 Analise de sequéncias e genotipagem

As sequéncias foram editadas e alinhadas no programa Geneious verséo 7.1.8 e
comparadas com sequéncias protétipos dos genétipos do VHAT, disponiveis no banco de
dados da NCBI (National Center for Biotechnology Information). A analise comparativa foi
realizada com o BLAST (BLASTN), para confrontar a sequéncia de nucleotideos a ser
analisada contra as sequéncias disponiveis na base de dados do NCBI.

4.6.2 Analise filogenética

As sequéncias foram alinhadas com algoritmo do programa Mafft v 7.130 (KATOH;
TOH, 2010). O alinhamento foi manualmente inspecionado no programa Geneious versao
7.1.8 e corrigidos regides de insercao e delegdo compartilhadas por mais de uma cepa. Para
avaliar a distancia genética e escolha do modelo de substituicdo nucleotidica utilizou-se o
MrModeltest (NYLANDER, 2004) em conjunto com o programa PAUP v4.0 (SWOFFORD,
2003), com a finalidade de selecionar o melhor modelo evolutivo para o processo de geragéo
da arvore filogenética, onde o método Bayesiano foi selecionado empregando a cadeia
de Markov Monte Carlo (MCMC). Para inspecionar as analises e acessar os valores de
credibilidade (probabilidade a posteriori), utilizou-se o programa Tracer v 1.6 (RAMBAUT;
DRUMMOND, 2014), onde foi avaliada a estabilidade dos modelos gerados pela MCMC.
Em seguida, para obtencéo dos valores estatisticos da analise bayesiana, utilizou-se o
ponto de corte (burnin) de 25% (sump burnin=25 e sumt burnin=25). A visualizacéo da
arvore filogenética foi realizada no programa FigTree v1.4.2 (RAMBAUT, 2009).
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4.7 QUANTIFICACOES DOS INDICADORES MICROBIOLOGICOS

Para a quantificacdo dos indicadores microbiolégicos foi realizada a técnica do
substrato cromogénico definido (ONPG-MUG) por meio do kit Colilert 18 da IDEXXO,
seguindo recomendacdes do fabricante.

4.8 ANALISES FiSICO-QUIMICAS E VARIAVEIS CLIMATOLOGICAS

As variaveis pH, Sélidos Totais Dissolvidos (STD), e Oxigénio Dissolvido (OD) foram
analisadas no momento da coleta por potenciometria em uma sonda multiparamétrica
HI9828 da HANNA®, previamente calibrada. A Turbidez, Cor Aparente, Nitrato, Nitrito,
Fosforo Total e Cloreto foram determinados por espectrofotometria no equipamento
DR2800 da HACH®. Os meétodos analiticos empregados para a determinagdo dos
parametros fisico-quimicos obedeceram aos procedimentos e recomendagdes descritas
no Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA/AWWA/WEF, 2005)
e Procedures Manual HACH-Spectrophotometer DR-2800 (HACH, 2007).

Os dados sobre as variaveis climatologicas foram obtidos utilizando banco de dados
do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados gerados foram armazenados em planilhas no Microsoft Office Excel/2007
e posteriormente submetidos a analise estatistica nos programas R e BioEstat versao
5.2 (AYRES et al., 2007). Para avaliar a qualidade microbiolégica e fisico-quimica e
a associacdo com a presenca do VHA1 em n=108 amostra de 4gua procedentes de 03
reservatérios foram aplicados métodos estatisticos descritivos e inferenciais. As variaveis
quantitativas foram apresentadas por medidas de tendéncia central e de variagdo. As
variaveis qualitativas foram apresentadas por distribuicdes de frequéncias absolutas e
relativas. A comparagcao entre as variaveis qualitativas foi realizada pelo teste do Qui-
quadrado, conforme recomenda Ayres et al. (2007). A comparagéo entre duas variaveis
quantitativas foi realizada pelo teste U de Mann-Whitney. A avaliacdo conjunta entre
as variaveis quantitativas considerando o local de coleta e a presenca do VHA1 foi
realizada pelo teste de Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn (Tabela 12). A avaliacdo da
correspondéncia linear entre variaveis quantitativas foi realizada pelo método de Pearson.
As variaveis fisico-quimicas analisadas por cada periodo do ano foram avaliadas pelo teste
de Kruskal-Wallis. As variaveis climatologicas a temperatura e a umidade foram avaliadas
pelo teste t Student, por outro lado, as variaveis de Pressdo, Radia¢do e Precipitacéo, por
ndo apresentarem uma distribuicdo normal, foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney.
A analise de Regressédo Logistica simples foi realizada para avaliar a relagdo entre os
parametros fisico-quimicos e VHA1. Foi previamente fixado o nivel de significancia alfa =
0.05 para rejeicao da hipétese de nulidade. O processamento estatistico foi realizado nos
softwares GrafTable versdo 2.0 e BioEstat verséo 5.3.
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RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA OCORRENCIA DO VHA1

Foram coletadas um total de 108 amostras de agua para pesquisa do VHA1 ao
longo deste trabalho, das quais 44,44% (48/108) foram positivas para VHA1. O Lago
Agua Preta foi o que maior apresentou amostras positivas 37,5% (18/48) seguido do
Lago Bolonha 31,25% (15/48) e a saida da ETA 31,25% (15/48), todas as amostras foram
detectadas por meio da técnica de Nested— PCR (Figura 8). Apesar do Lago Agua Preta ter
apresentado maior niUmero de amostras positivas, este ndo mostrou diferenca significativa
com p-valor=0.7136 quando comparado com 0s demais pontos de amostragens (Tabela 7).

Levando em consideragéo as amostras que foram positivas em cada periodo do ano
(2012, 2013 e 2014), observou-se que os lagos Bolonha (p-valor=0.1306) e Agua Preta
(p-valor=0.4519) ndo apresentaram diferenca significativa, como pode ser visualizado na
tabela 8. O mesmo ndo aconteceu em relagéo a ETA, em que a diferenca foi altamente
significativa com p-valor=0.0001, apontando para o pico de contaminagdo o ano 2013
(83,3%) como pode ser observado no gréfico 2.

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose 2% do produto de nested PCR (2° round)

Linhas 1 e 10: linha 1 controles negativo, linha 2 e 3 (PT01), linha 4 a 6 (PT02), linha 7 e 8 (PT03), linha
9 e 10 controle positivo e marcador de peso molecular 123 pares de bases, respectivamente.
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Tabela 7 — Avaliagdo da presenca do VHA1 nas amostras coletadas no manancial do Utinga e na ETA
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

V H A1
Lago Bolonha Lago Agua Preta ETA
N amostras 36 36 36
Positivos 15 18 15
Positivos (%) 41.7 50.0 41.7
IC 95% 18,6 a 52,3 33,7 a 66,3 18,6 a 52,3

Teste Qui-quadrado (p-valor =0.7136)

Tabela 8 — Presenca do VHA1 no manancial do Utinga e na ETA no periodo de janeiro de 2012 a
dezembro de 2014

Lago . Lago ETA
Bolonha Agua Preta
n amostras 12 12 12
Ano 2012 HAV+ 2 6 2
Positivos % 16.7 50.0 16.7
Negativos % 83.3 50.0 83.3
n amostras 12 12 12
Ano 2013 HAV+ 6 5 10
Positivos % 50.0 41.7 83.3
Negativos % 50.0 58.3 16.7
n amostras 12 12 12
Ano 2014 HAV+ 7 7 3
Positivos % 58.3 58.3 25.0
Negativos % 41.7 41.7 75.0
p-valor (anual) 0.0907(ns) 0.7165(ns) 0.0015*

*Qui-quadrado (p-valor=0.0001)
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Grafico 2 — Presenca do VHA1 no manancial do Utinga e na ETA no periodo de janeiro de 2012 a
dezembro de 2014
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5.2 AVALIAQ()ES DOS INDICADORES MICROBIOLOGICOS DA QUALIDADE
DA AGUA

A tabela 9 compara a densidade de bactérias do grupo coliformes (totais,
termotolerantes e E. coli) entre os lagos Bolonha e Agua Preta, mostrando diferenca
altamente significativa entre eles, destacando para maiores niveis de contaminagcéo o
Lago Bolonha (Graficos 3, 4 e 5).Considerando a resolugdo da CONAMA 357/2005 que
recomenda o limite de 1.000 coliformes termotolerantes em 100 mL de agua para avaliagao
dos corpos de agua classificados como de classe 2. Desta forma no grafico 4 observa-se
que o limite foi ultrapassado em mais de 50% das amostras no Lago Bolonha e 30% no
Lago Agua Preta.
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Tabela 9 — Densidade de bactérias do grupo coliformes nas amostras coletadas no manancial do Utinga
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

C. totais E. coli C. termot
Bolonha A.Preta Bolonha A.Preta Bolonha A.Preta

Tamanho da

amostra= 36 36 36 36 36 36
Minimo 2909.0 1455.0 98.0 10.0 131.0 10.0
Méaximo 24196.0 19863.0 4106.0 3448.0 11199.0 11199.0
Mediana 8414.0 4884.0 525.0 151.5 836.0 369.0
Percentil 25 4980.0 3210.3 211.8 82.0 464.0 142.5
Percentil 75 12274.0 7270.0 1027.0 280.5 2360.3 756.0
Média Aritmética 10049.2 6033.0 839.4 375.5 2024.3 1170.5
Desvio Padréo 6787.5 4021.9 893.9 651.8 2742.3 2508.6
p-valor 0.0033* 0.0001* 0.0025*

Teste de Mann-Whitney

Gréfico 3 — Distribuicdo da Densidade de Coliformes totais nas amostras coletadas no manancial do
Utinga no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Grafico 4 — Distribuicdo da Densidade de Coliformes termotolerantes nas amostras coletadas no
manancial do Utinga no periodo de Janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Gréfico 5 — Distribuicdo da Densidade de E Coli nas amostras coletadas no manancial do Utinga no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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5.2.1 Analise descritiva entre os indicadores da qualidade da agua e a presenca
do VHA1

As tabelas 10 e 11 apresentam as analises estatisticas entre os resultados
bacteriolégicos e as amostras que foram positivas e negativas para VHA1 nos lagos Bolonha
e Agua Preta. Sendo possivel observar que ndo existe diferenca significativa quando os
indicadores da qualidade da agua foram comparados com a presencga e auséncia do virus.
Indicando que nao ha uma relagéo entre a concentragéo de bactérias e a presenca do
VHA1. Nos gréficos 6, 7 e 8 podem ser visualizados o desvio padrdo e a média entre as
duas amostras de agua superficiais.

Na saida da ETA nenhuma das amostras apresentou resultados positivos para os
indicadores da qualidade microbiolégica da agua, estando em conformidade com a portaria
2914/2011 do MS. Entretanto, foi detectada a presenca de particulas virais em 41,66%
(15/36) na saida da ETA, demonstrando a presenc¢a do virus mesmo na auséncia desses

indicadores bacteriolégicos.

Tabela 10 — Contagens de bactérias conforme a presenca do VHA1 no lago Bolonha no periodo de
janeiro de 2012 a dezembro de 2014

C. totais E.coli C. termotolerantes
VHA 1+ Negativo VH1+ Negativo VHA 1+ Negativo
n da amostra 15 21 15 21 15 21
Minimo 2909.0 3076.0 112.0 98.0 226.0 131.0
Maximo 24196.0 24196.0 2481.0 4106.0 3441.0 11199.0
Mediana 8164.0 8664.0 465.0 565.0 1076.0 657.0
Percentil 25 5962.5 4884.0 212.5 216.0 618.0 395.0
Percentil 75 10133.0 15531.0 723.5 1223.0 1744.0 2909.0
Média Aritmética 8577.1 11100.9 652.9 972.6 1308.2 2535.7
Desvio Padréo 5226.8 7662.6 637.8 1033.9 1000.1 3435.3
p-valor 0.5004 0.4132 0.8098

Teste de Mann-Whitney
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Tabela 11 — Contagens de bactérias conforme a presenca do VHA1 no lago Agua Preta no periodo de
janeiro de 2012 a dezembro 2014

C. totais E.coli C. termot.

VHA 1+ Negativo VHA1+ Negativo VHA 1+ Negativo
n da amostra = 18 18 18 18 18 18
Minimo 2595.0 1455.0 10.0 10.0 52.0 10.0
Méaximo 14136.0 19863.0 1396.0 3448.0 11199.0 10462.0
Mediana 5028.0 4229.0 187.0 115.0 491.0 283.0
Percentil 25 3828.5 2594.0 85.3 85.0 209.0 100.3
Percentil 75 8315.5 6131.0 255.8 291.0 874.0 650.8
Média Aritmética 6599.6 5466.4 282.6 468.4 1298.8 1042.2
Desvio Padréo 3501.7 4512.3 350.4 856.6 2632.2 2448.1
p-valor 0.1137 0.6693 0.1946

Teste de Mann-Whitney

Gréfico 6 — Média e desvio padrao da contagem de C. totais conforme a presenca do VHA1 no Lago
Bolonha no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Grafico 7 — Média e desvio padrdo da contagem de C. termotolerantes conforme a presenga do VHA1

no Lago Bolonha no periodo de janeiro de 2012 a julho de 2014
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Grafico 8 — Média e desvio padrdo da contagem de E. coli conforme a presenca do
VHA1 no Lago Bolonha no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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5.3 AVALIACAO DAS VARIAVEIS FiSICO-QUIMICAS DE ACORDO COM OS
PONTOS DE AMOSTRAGENS

A tabela 12 apresenta os indicadores fisico-quimicos da qualidade da agua,
analisados das amostras coletadas nos lagos Bolonha e Agua Preta e na saida da ETA
no periodo de estudo, sendo descritos os valores da mediana, média e desvio padréo.
Pode-se ainda observar que alguns parametros fisico-quimicos apresentaram diferencas
significativas quando os trés pontos de coletas foram comparados e que a ETA foi aquela
que mais se diferenciou dos demais pontos, uma vez que se trata de uma agua que ja
passou pelo devido tratamento. A variavel temperatura, cloreto, nitrito e fosfato néo
mostraram resultados significativos entre os pontos de coleta. No entanto o Lago Bolonha
apresentou diferenca em relagé@o a condutividade e o TDS, assim como o cloreto apresentou
significancia no Lago Agua Preta.

Tabela 12 — Descrigdo das variaveis fisico-quimicas procedentes do manancial do Utinga e ETA no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

L. Bolonha L. Agua Preta ETA
MD Média D.P MD Média D.P MD Média D.P p-valor
Ph 6.14 6.29 0.46 6.39 6.61 0.79 6.83* 6.75 0.53 0.0004*
Temperatura 29.50 29.45 0.59 29.40 29.32 0.68 29.30 29.17 0.68 0.1259

Condutividade  98.20* 97.36 38.80 62.30 74.06 40.44 52.70 61.80 39.43 <0.0001*

TDS 55.59*  56.40 23.02 33.35 40.75 24.78 30.10 34.57 2455 <0.0001*
Salinidade 0.02 0.03 0.02 0.02 0.03 0.02 0.01* 0.02 0.02  <0.0001*
oD 5.05 4.87 1.56 5.22 5.01 1.55 3.03* 3.21 0.73  <0.0001*
Turbidez 29.80 32.16 12.61 32.25 36.47 15.65 1.00* 1.69 228  <0.0001*
STS 8.00 10.88 14.68 8.00 12.32 19.46 1.00* 1.37 192  <0.0001*
Cor aparente 112.00 116.50 23.88 92.00 102.88 48.83 1.00* 1.47 2.01 <0.0001*
Cloreto 18.77 21.10 10.78  22.90* 2293 9.91 15.44 16.40 9.72 0.0258*
Nitrito-N 0.01 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01 0.03 0.13 0.4350
Nitrato-N 0.54 0.55 0.28 0.42 0.46 0.25 0.78~ 1.05 1.1 0.0110*
Fosfato-P 0.05 0.09 0.10 0.09 0.12 0.12 0.09 0.25 0.42 0.5849

Teste de Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn. (MD) Mediana (DP) Desvio Padréao

Quando os dados foram analisados por ano, foi possivel observar que ocorreram
diferencas significativas nas variaveis fisico-quimicas ilustrados nos graficos 9 a 14. A
condutividade, TDS, Nitrato e Nitrito apresentaram maiores concentragées em 2013 no Lago
Bolonha. Ja o STS e cor aparente se destacaram por apresentarem concentracdes mais
elevadas em 2014 no Lago Agua Preta. Na ETA, as variaveis pH, TDS, STS, Salinidade e
Turbidez foram as que mostraram variagdes significativas durante o periodo de estudo, como
mostram os gréaficos 15 a 19, onde a maioria das variaveis apresentaram niveis mais elevados
em 2014.
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Grafico 09 — Variagdo da condutividade nos lagos Bolonha e Agua Preta no periodo de janeiro de 2012
a dezembro de 2014
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Grafico 10 — Variagdo do TDS nos lagos Bolonha e Agua Preta no periodo de janeiro de 2012 a
dezembro de 2014
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Grafico 11 — Variagdo do STS nos lagos Bolonha e Agua Preta no periodo de janeiro de 2012 a
dezembro de 2014
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Grafico 12 — Variagéo da Cor aparente nos lagos Bolonha e Agua Preta no periodo de janeiro de 2012

a dezembro de 2014
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Grafico 13 — Variaggo do Nitrito nos lagos Bolonha e Agua Preta no periodo de janeiro de 2012 a

dezembro de 2014
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Grafico 14 — Variagéo do Nitrito nos lagos Bolonha e Agua Preta no periodo de janeiro de 2012 a

dezembro de 2014
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Grafico 15 — Variagdo do pH na ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

9.00

pH

800

7.00

6.00 -
500 -
400 -
3.00 -
200 -
100

HETA

p-valor 0,0135

Gréfico 16 — Variagdo da salinidade na ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Grafico 17 — Variagao do TDS na ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Grafico 18 — Variagdo do STS na ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Grafico 19 — Variagdo do pH na ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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5.3.1 Anadlise dos resultados das variaveis fisico-quimicas em relacao ao
periodo estudado e os diferentes pontos de amostragem

Nas tabelas de 12 a 25 observa-se a distribuicdo das variaveis fisico-quimicas
durante o periodo de estudo, quanto a presenga e auséncia do VHA1. O teste de Man-
Whitney foi aplicado para comparar cada variavel fisico-quimica entre os pontos de
amostragem e observou-se que ndo ha diferencga significativa entre eles. Com excegéo do
pH que apresentou maiores concentracdes na saida da ETA (p<0,05). Quando foi aplicado
o teste de Kruskal-Wallis observaram-se diferencas significativas entre alguns pontos de
amostragens, apontando para concentra¢cdes mais elevadas na ETA quando o pH (gréafico
20) e nitrato (grafico 31) foram analisados. A condutividade (grafico 22) e TDS (grafico 23)
apresentaram niveis mais elevados no Lago Bolonha. A salinidade (gréafico 24), OD (gréafico
25), turbidez (grafico 26), STS (grafico 27) e cor aparente (grafico 28) apresentaram
diferengas entre o lagos e a ETA, sendo a ETA aquela com concentracdes mais baixas.

A temperatura (Grafico 21), o cloreto (Grafico 29), o nitrito (Gréafico 30) e o fosfato
(Gréfico 32), ndo apresentaram resultados significativos em ambos os testes
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Tabela 13 — Distribuicdo do pH nas amostras procedentes do manancial do Utinga e ETA no periodo de
janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 5.60 5.70 5.69 5.30 6.20 5.29

Amplitude 1.54 1.87 2.47 2.89 2.10 1.72

Percentil 25 6.11 5.91 6.17 5.93 6.85 6.24

Média Aritmética 6.32 6.27 6.71 6.50 7.08 6.52

Coef. Variagcdo 6.7% 7.7% 11.5% 12.4% 71% 6.4%

Teste de Mann-Whitney

Gréfico 20 — Distribuicdo do pH nas amostras procedentes do manancial do Utinga e ETA no periodo
de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 14 — Distribuigdo da Temperatura da 4gua nas amostras procedentes do manancial do Utinga e
ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 29.00 26.80 28.60 26.90 27.00 26.80

Amplitude 1.40 3.40 1.60 3.50 2.80 3.00

Percentil 25 29.30 29.10 29.13 28.75 28.80 29.10

Média Aritmética 29.60 29.35 29.47 29.18 29.17 29.15

Coef. Variagao 1.3% 2.4% 1.6% 2.8% 2.5% 2.2%

Teste de Mann-Whitney

Grafico 21 — Distribuicdo da Temperatura da 4gua nas amostras procedentes do manancial do Utinga e
ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 15 — Distribuicdo da condutividade da agua nas amostras procedentes do manancial do Utinga
e ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 50.40 34.30 29.90 30.20 34.90 28.90

Amplitude 101.20 227.00 221.50 135.80 123.50 233.70

Percentil 25 62.80 94.80 59.16 48.93 48.03 48.70

Média Aritmética 89.57 102.93 80.15 67.97 58.59 62.06

Coef. Variagao 31.5% 43.4% 59.1% 47.6% 48.8% 75.4%

Teste de Mann-Whitney

Gréfico 22 — Distribuicdo da condutividade nas amostras procedentes do manancial do Utinga e ETA no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 16 — Distribuicdo da TDS nas amostras de dgua procedentes do manancial do Utinga e ETA no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 29.90 21.50 17.50 18.80 20.60 21.10

Amplitude 60.40 135.80 133.90 80.00 74.30 136.90

Percentil 25 37.70 53.90 30.60 24.03 24.65 24.10

Média Aritmética 51.98 59.56 44.84 36.65 32.15 35.60

Coef. Variagcdo 31.7% 44.8% 65.1% 52.9% 55.7% 80.5%

Teste de Mann-Whitney

Grafico 23 — Distribuicdo da TDS nas amostras de agua procedentes do manancial do Utinga e ETA no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de2014
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Tabela 17 — Distribui¢céo da Salinidade (% NaCl) nas amostras procedentes do manancial do Utinga e
ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

Amplitude 0.05 0.10 0.10 0.08 0.06 0.10

Percentil 25 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01

Média Aritmética 0.02 0.04 0.04 0.03 0.01 0.02

Coef. Variagcdo 54.0% 73.8% 71.8% 74.9% 105.8% 109.5%

Teste de Mann-Whitney

Gréfico 24 — Distribuicao da Salinidade (% NaCl) nas amostras procedentes do manancial do Utinga e
ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 18 — Distribuicdo de OD nas amostras de agua procedentes do manancial do Utinga e ETA no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 1.80 1.14 1.36 2.00 217 2.34

Amplitude 4.98 6.01 6.05 5.49 3.51 1.72

Percentil 25 4.07 3.49 3.42 4.39 2.74 2.80

Média Aritmética 5.13 4.65 4.92 5.22 3.24 3.21

Coef. Variagao 28.5% 36.2% 36.2% 27.5% 26.6% 18.6%

Teste de Mann-Whitney

Gréfico 25 — Distribuicdo da OD (mg/L O,)nas amostras de procedentes do manancial do Utinga e ETA
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 19 — Distribui¢cao da Turbidez (UNT) nas amostras de agua procedentes do manancial do Utinga
e ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

Amplitude 0.05 0.10 0.10 0.08 0.06 0.10

Percentil 25 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01

Média Aritmética 0.02 0.04 0.04 0.03 0.01 0.02

Coef. Variagcdo 54.0% 73.8% 71.8% 74.9% 105.8% 109.5%

Teste de Mann-Whitney

Gréfico 26 — Distribuicao da turbidez (UNT) nas amostras de dgua procedentes do manancial do Utinga
e ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 20 — Distribuigdo da STS (mg/L) nas amostras de agua procedentes do manancial do Utinga e
ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 4.00 5.00 3.00 5.00 0.20 0.20

Amplitude 9.00 90.00 121.00 13.00 2.80 9.80

Percentil 25 6.50 8.00 7.00 7.00 0.20 0.20

Média Aritmética 7.90 13.00 15.17 9.47 1.01 1.74

Coef. Variagcdo 31.4% 146.2% 180.8% 34.7% 86.8% 133.0%

Teste de Mann-Whitney

Gréfico 27 — Distribuicdo da STS (mg/L) nas amostras de dgua procedentes do manancial do Utinga e
ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 21 — Distribui¢céo da cor aparente (mg Pt/L) nas amostras de agua procedentes do manancial do
Utinga e ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 93.00 72.00 48.00 48.00 0.20 0.20

Amplitude 87.00 88.00 202.00 166.00 6.80 7.47

Percentil 25 103.00 92.00 87.50 59.75 0.20 0.20

Média Aritmética 121.20 113.14 108.71 97.04 1.35 1.67

Coef. Variagcdo 19.7% 21.1% 44.8% 51.1% 145.9% 120.1%

Teste de Mann-Whitney

Grafico 28 — Distribuigao da cor aparente (mg Pt/L) nas amostras de agua procedentes do manancial
do Utinga e ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 22 — Distribuigéo do Cloreto (mg/L ) nas amostras de agua procedentes do manancial do Utinga,
e ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 8.87 7.49 7.99 9.63 4.27 0.00

Amplitude 30.59 41.88 36.06 31.99 26.49 35.03

Percentil 25 13.98 11.78 12.59 14.59 8.73 8.58

Média Aritmética 21.87 20.55 21.95 24.14 15.42 17.10

Coef. Variacéo 42.2% 58.2% 49.7% 43.0% 57.9% 60.9%

Teste de Mann-Whitney

Grafico 29 — Distribui¢ao do cloreto nas amostras de agua procedentes do manancial do Utinga e ETA
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 23 — Distribui¢ao do Nitrito (mg/L) nas amostras de 4gua procedentes do manancial do Utinga e
ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Amplitude 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.06

Percentil 25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Média Aritmética 0.00 0.00 0.01 0.00 0.01 0.01

Coef. Variagao 110.7% 162.0% 103.3% 109.3% 84.5% 170.7%

Teste de Mann-Whitney

Gréfico 30 — Distribuicdo de Nitrito nas amostras de agua procedentes do manancial do Utinga e ETA
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 24 — Distribuicéo do Nitrato (mg/L) nas amostras de agua procedentes do manancial do Utinga e
ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 0.1 0.03 0.05 0.02 0.1 0.20

Amplitude 0.74 0.93 0.85 0.93 4.18 5.61

Percentil 25 0.32 0.37 0.27 0.24 0.31 0.59

Média Aritmética 0.50 0.58 0.51 0.41 1.00 1.09

Coef. Variagao 52.3% 49.8% 54.7% 58.6% 107.2% 106.5%

Teste de Mann-Whitney

Grafico 31 — Distribuicdo do Nitrato nas amostras de dgua procedentes do manancial do Utinga e ETA
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 25 — Distribuicdo do Fosfato (mg/L P) nas amostras de procedentes do manancial do Utinga e
ETA no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Minimo 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Amplitude 0.47 0.23 0.31 0.48 0.73 0.98

Percentil 25 0.02 0.01 0.01 0.05 0.02 0.02

Média Aritmética 0.09 0.09 0.10 0.14 0.19 0.20

Coef. Variagcdo 143.9% 92.7% 97.2% 99.3% 145.4% 132.8%

Teste de Mann-Whitney

Gréfico 32 — Distribuicdo do Fosfato nas amostras de procedentes do manancial do Utinga e ETA no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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5.3.2 Relacao entre as variaveis fisico-quimicas e o VHA1

Dentre todas as variavies fisico-quimicas analisadas, o pH, o cloro livre e o0 OD
apresentaram associagbes signifivativas quanto a presengca do VHA1 nas amostras
de agua. O OD mostrou relagdo negativa nas amostras dos lagos e o pH e cloro livre
mostraram relagéo positiva e negativa respectivamente, nas amostras da ETA (Tabela 26).

Tabela 26 — Resultado da relagéo entre as variaveis fisico-quimicas e VHA1 nos pontos de coleta

Variaveis
fisico-quimicas p= Valor
pH 0,0015
Cloro livre 0,0058
oD 0,0277

Regressao logistica simples

5.3.3 Correlacao entre as variaveis fisico-quimicas e a densidade de bactérias
do grupo coliformes no manancial do Utinga

Na correlacdo entre os resultados bacterioldgicos e fisico-quimicos, observou-
se que no Lago Bolonha a temperatura foi a Unica variavel que apresentou correlagéo
negativa com os coliformes termotolerantes p valor 0,0041* (tabela 27 e grafico 33). No
Lago Agua Preta o pH apresentou correlagdo positiva e OD correlacdo negativa, ambos
com coliformes termotolerantes. Enquanto o cloreto apontou uma correlagéo negativa com
coliformes totais (Tabelas 29, 30 e 31 e gréficos 36, 37 e 38).

Tabela 27 — Correlagéo das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Bolonha
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

BOLONHA pH Temperatura  Condutividade TDS Salinidade
C. totais
Coef. Correlagéo -0.0333 -0.0035 -0.0614 -0.0846 -0.2799
I. Confianga 95% -0.3620.30 -0.33a0.33 -0.38 2 0.27 -0.40a20.25 -0.56a0.05
p-valor 0.8472 0.9838 0.7219 0.6238 0.0982
E. coli
Coef. Correlagéo -0.1554 -0.0656 0.0578 0.0319 -0.1438
I. Confianca 95% -0.46a0.18 -0.39a0.27 -0.28 2 0.38 -0.3020.36 -0.45a0.19
p-valor 0.3655 0.704 0.7375 0.8534 0.4026
C. termotolerantes
Coef. Correlagéo 0.0698 -0.4664 -0.1266 -0.1384 -0.2602
I. Confianca 95% -0.2620.39 -0.69a-0.16 -0.44 a 0.21 -0.45a20.20 -0.54a0.07
p-valor 0.6857 0.0041* 0.4618 0.4207 0.1252

*Correlagao Linear de Pearson
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Grafico 33 — Correlacdo das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Bolonha
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 28 — Correlagéo das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Bolonha
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

BOLONHA oD Turbidez STS apgrc;;te Dureza
C. totais
Coef. Correlagao -0.0484 0.1675 0.3285 -0.0093 -0.1714
I. Confianga 95% -0.37a0.28 -0.17a0.47 0.00a 0.59 -0.34a0.32 -0.47a0.17
p-valor 0.7791 0.3287 0.0503 0.9572 0.3176
E. coli
Coef. Correlagéo -0.0152 0.125 0.2031 0.0059 -0.1736
I. Confianga 95% -0.34 a 0.31 -0.21a0.44 -0.13 a2 0.50 -0.32a0.33 -0.48a0.16
p-valor 0.9299 0.4675 0.2347 0.9726 0.3111
C. termotolerantes
Coef. Correlagéo -0.2243 0.1273 0.0682 0.0812 -0.1346
I. Confianga 95% -0.51 a0.11 -0.21 a 0.44 -0.27a 0.39 -0.25a0.40 -0.44a0.20
p-valor 0.1885 0.4592 0.6927 0.6379 0.4337

*Correlagao Linear de Pearson
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Grafico 34 — Correlacdo das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Bolonha
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 29 — Correlagdo das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Bolonha
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

BOLONHA Cloreto Nitrito-N Nitrato-N Fosfato-P
C. totais
Coef. Correlagéo -0.1263 0.029 -0.1311 0.1398
I. Confianga 95% -0.44 a 0.21 -0.30 2 0.35 -0.44 a 0.21 -0.20a 0.45
p-valor 0.4628 0.8669 0.4461 0.4159
E. coli
Coef. Correlagéo -0.3109 -0.0683 0.0998 0.0571
I. Confianga 95% -0.58 a 0.02 -0.39 2 0.27 -0.24 a 0.41 -0.28 2 0.38
p-valor 0.0648 0.6924 0.5625 0.7409
C. termotolerantes
Coef. Correlagao -0.2292 -0.027 0.0263 0.0059
I. Confianga 95% -0.52 2 0.11 -0.352a0.30 -0.3020.35 -0.3220.33
p-valor 0.1787 0.8758 0.8789 0.9727

*Correlagao Linear de Pearson
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Gréafico 35 — Correlacao das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Bolonha
no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 30 — Correlagdo das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Agua
Preta no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

AGUA PRETA pH Temperatura  Condutividade TDS Salinidade
C. totais
Coef. Correlagéo -0.0821 0.0146 -0.1414 -0.1231 -0.0894
|. Confianga 95% -0.40a0.25 -0.32a0.34 -0.45a0.20 -0.43a0.21 -0.41a0.25
p-valor 0.6341 0.9324 0.4109 0.4746 0.6040
E. coli
Coef. Correlagédo -0.0994 -0.0411 -0.0587 -0.079 0.1487
I. Confianga 95% -0.41a0.24 -0.36a0.29 -0.38a0.28 -0.40a0.26 -0.19 a0.45
p-valor 0.5641 0.8119 0.7340 0.6468 0.3868
C. termotolerantes
Coef. Correlagao 0.4097 -0.2995 -0.2753 -0.2357 -0.2111
I. Confianga 95% 0.09 a 0.65 -0.57 2 0.03 -0.55 a 0.06 -0.52a0.10 -0.50a0.13
p-valor 0.0130* 0.0758 0.1040 0.1663 0.2164

*Correlagéo Linear de Pearson
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Grafico 36 — Correlagdo das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Agua

Preta no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 31 — Correlagdo das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Agua

Preta no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

AGUA PRETA oD Turbidez STS apgr?arme Dureza
C. totais
Coef. Correlagao -0.2225 -0.1315 -0.1094 -0.0273 0.1406
I. Confianga 95% -0.51a0.11 -0.44 a 0.21 -0.42 a2 0.23 -0.35a0.30 -0.20a0.45
p-valor 0.1920 0.4446 0.5254 0.8745 0.4133
E. coli
Coef. Correlagao 0.1564 -0.0505 -0.0384 -0.1575 0.1589
I. Confianga 95% -0.18 2 0.46 -0.37a0.28 -0.36 a 0.29 -0.46a0.18 -0.18a0.46
p-valor 0.3622 0.7697 0.8239 0.3588 0.3544
C. termotolerantes
Coef. Correlagéo -0.4419 -0.0834 -0.0711 0.0996 0.1298
|. Confianga 95% -0.67a-0.13 -0.40a0.25 -0.39a0.26 -0.24a0.41 -0.21a0.44
p-valor 0.0069* 0.6286 0.6803 0.5633 0.4506

*Correlagdo Linear de Pearson
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Grafico 37 — Correlagdo das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Agua
Preta no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Tabela 32 — Correlagdo das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Agua
Preta no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

AGUA PRETA Cloreto Nitrito-N Nitrato-N Fosfato-P
C. totais
Coef. Correlagao -0.3796 -0.1715 -0.1126 -0.0433
I. Confianga 95% -0.63 a -0.06 -0.47a0.17 -0.43 a0.22 -0.37 a 0.29
p-valor 0.0224* 0.3173 0.5133 0.8018
E. coli
Coef. Correlagéo -0.1749 -0.1128 -0.1444 0.0141
I. Confianga 95% -0.482a0.16 -0.43a0.22 -0.45a0.19 -0.32a0.34
p-valor 0.3077 0.5123 0.4008 0.9348
C. termotolerantes
Coef. Correlagéo -0.1424 -0.0811 -0.1682 -0.0807
|. Confianga 95% -0.452a0.20 -0.40 a2 0.25 -0.47a0.17 -0.40 2 0.25
p-valor 0.4074 0.6381 0.3266 0.6398

*Correlagéo Linear de Pearson
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Grafico 38 — Correlagdo das variaveis fisico-quimicas nas amostras de agua coletas no Lago Agua
Preta no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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5.4 INFLUENCIA DA SAZONALIDADE NA OCORRENCIA DO VHA1

Levando em consideragéo a precipitacdo pluviométrica verificou-se que em ambos
os lagos ndo houve detecgdo do virus nos meses de agosto, setembro e outubro no ano
de 2012 e 2013. Os referidos meses sé@o considerados os de menor precipitacdo na regiao
amazonica. Por outro lado, no ano de 2014 pdde-se observar que o virus foi detectado
praticamente em todo periodo do ano, exceto no més de margco, em que a precipitacao &
bastante elevada (graficos 39, 40 e 41).

Resultados

69



Grafico 39 — Descricédo da ocorréncia do VHA1 no manancial do Utinga no periodo de janeiro de 2012 a
dezembro de 2012
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Grafico 40 — Descricédo da ocorréncia do VHA1 no manancial do Utinga no periodo de janeiro de 2013 a
dezembro de 2013
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Grafico 41 — Descricédo da ocorréncia do VHA1 no manancial do Utinga no periodo de janeiro de 2014 a
dezembro de 2014

i Preciptacdo

M Bolonha
w Agua Preta

B
Y
N

N\

&

I3 g x

oy Y N
&N
* (\0 b'?:"

Fonte: Proprio autor

Conforme ilustrado nos graficos acima a detec¢édo do genoma do VHA1 foi maior
durante o periodo chuvoso com maior nimero de amostras positivas € no periodo menos
chuvoso que compreende 0os meses de junho a novembro apresentaram menor numero de
amostras positivas como pode ser observado na tabela 33. No entanto, ao longo do periodo
do estudo, ndo se observou diferencga significativa entre a precipitacao pluviométrica e a
presenca do virus.

Tabela 33 — Ocorréncia do VHA 1 nos periodos Chuvoso (dez-mai) e Seco (jun-nov)

L. Agua
L.Bolonha Preta ETA Geral

N % N % N % N %

VHA1 Positivos 8 44.4 6 33.3 7 38.9 21 38.9
Negativos 10 55.6 12 66.7 11 61.1 33 61.1

VHA1 Positivos 7 38.9 12 66.7 8 44.4 27 50.0
Negativos 11 61.1 6 33.3 10 55.6 27 50.0

Qui-quadrado
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5.5 ANALISE DAS VARIAVEIS CLIMATOLOGICAS

5.5.1 Avaliacao das variaveis climatolégicas conforme a presenca e auséncia

do VHA1

Os dados das variaveis climatolégicas foram coletados levando em consideracao
os dias mais proximos da coleta de agua. A tabela 34 mostra a estatistica descritiva das
variaveis como: temperatura, umidade, presséo, radiacéo e precipitacdo. Nas tabelas 35 e
36 foi possivel observar que as diferencas nao foram significativas entre estas variaveis e

a presenca do VHA1 em ambos os lagos.

Tabela 34 — Distribuicdo das variaveis climatologicas no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de

2014

Variaveis

Climaticas Min Max Mediana P 25 P 75 Média D Padrao
Temperatura (OC) 22.0 29.0 25.0 24.0 26.0 25.4 14
Umidade (%) 72.0 94.0 91.0 85.3 93.3 88.5 6.3
Presséo (hPa) 1007.0 1013.0 1010.0 1009.0 1011.0 1009.9 1.5
Radiacao (kdm2) 35.0 503.0 80.0 48.0 329.8 175.8 172.3
Precipitagdo(mm) 1.0 156.0 39.0 15.8 91.3 51.7 42.7

Tabela 35 — Avaliagéo das variaveis climatolégicas conforme a presenca e auséncia do VHA 1nas
amostras de agua do Lago Bolonha no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

BOLONHA Minimo Maximo Mediana Média D Padrao  p-valor
Temperatura C 0.2970
VHA Presente 22.0 27.0 25.0 25.0 1.3

Ausente 23.0 29.0 25.0 25.6 15
Umidade % 0.4903
VHA Presente 75.0 94.0 93.0 89.3 6.5

Ausente 72.0 94.0 90.0 87.9 6.3
Presséo (hPa) 0.8652
VHA Presente 1007.0 1013.0 1010.0 1009.9 1.4

Ausente 1007.0 1013.0 1010.0 1010.0 15
Radiacao kdm2 0.6494
VHA Presente 38.0 489.0 89.0 160.1 172.2

Ausente 35.0 503.0 76.0 187.1 175.8
Precipitagdo mm 0.7740
VHA Presente 1.0 112.0 43.0 49.2 39.2

Ausente 1.0 156.0 39.0 53.4 45.8

Teste t de Student e teste U de Mann-Whitney
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Tabela 36 — Avaliagéo das varidveis climatolégicas conforme a presenga e auséncia do VHA 1nas
amostras de dgua do Lago Agua Preta no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

AGUA PRETA Minimo Maximo Mediana Média D Padrao  p-valor
VHA Presente 22.0 28.0 25.5 25.3 1.5
Ausente 24.0 29.0 25.0 25.4 1.4
VHA Presente 78.0 94.0 92.5 90.2 51
Ausente 72.0 94.0 87.5 86.8 7.0
VHA Presente 1007.0 1013.0 1010.0 1009.9 1.4
Ausente 1007.0 1013.0 1010.0 1009.9 15
VHA Presente 36.0 399.0 86.5 145.4 137.5
Ausente 35.0 5083.0 74.0 206.3 200.7
VHA Presente 12.0 136.0 54.0 60.7 40.4
Ausente 1.0 156.0 30.0 42.6 441

Teste t de Student e teste U de Mann-Whitney

5.5.2 Correlacdao entre as varidveis climatolégicas e os indicadores
bacterioldgicos da qualidade da agua proveniente do manancial do Utinga.

De acordo com os dados obtidos das variaveis climatoldgicas a precipitacao foi a
Unica que apresentou correlagéo positiva para os indicadores de contaminagéo da qualidade
da agua, principalmente no Lago Bolonha. A umidade relativa do ar apresentou correlacéo
positiva com os coliformes totais e termotolerantes e a radiacéo correlagéo negativa com
os coliformes totais (Tabela 37 e Grafico 42).
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Tabela 37 — Correlagéo das variaveis climatolégicas nas amostras de agua do Lago Bolonha no periodo
de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

Temperatura Umidade Pressao Radiacao Precipitacao
Bolonha (oC) (%) (hPa) (kdm2) (mm)
C. totais
Coef. Correlagéo -0.2613 0.4644 -0.1297 -0.3862 0.5683
|. Confianga 95% -0.54 a 0.07 0.16a0.69 -0.44a0.21 -0.63a-0.07 0.29a0.76
p-valor 0.1237 0.0043* 0.4507 0.0199* 0.0003*
E. coli
Coef. Correlagao -0.0694 0.2833 -0.1192 -0.2515 0.5471
I. Confianga 95% -0.39 a0.27 -0.05a0.56 -0.43a0.22 -0.54a0.08 0.27a0.74
p-valor 0.6876 0.0940 0.4885 0.1388 0.0005*
C. termotolerantes
Coef. Correlagao -0.1229 0.3646 -0.068 -0.3019 0.3817
I. Confianga 95% -0.43a0.21 0.04a0.62 -0.39a0.27 -0.57a0.03 0.06 a 0.63
p-valor 0.4753 0.0287* 0.6935 0.0735 0.0215*

*Correlagao Linear de Pearson

Grafico 42 — Correlagdo das variaveis climatolégicas nas amostras de agua do Lago Bolonha no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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Ja no Lago Agua Preta, observou-se uma correlacdo positiva da umidade relativa
do ar com os coliformes totais no lago Agua Preta, com valor de p= 0.0087 (Tabela 38 e
Grafico 43).
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Tabela 38 — Correlagdo das variaveis climatologicas nas amostras de agua do Lago Agua Preta no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014

) Temperatura Umidade Pressao Radiacao Precipitacao
Agua Preta (oC) (%) (hPa) ( kdm2) (mm)
C. totais

Coef. Correlagéo -0.1344 0.4308 -0.0333 -0.3196 0.316

|. Confianga 95% -0.44 a 0.20 0.12a0.67 -0.36a0.30 -0.59a0.01 -0.01 a2 0.58
p-valor 0.4344 0.0087* 0.8471 0.0574 0.0604
E. coli

Coef. Correlagao 0.3069 -0.2097 0.0068 0.177 -0.1296

I. Confianga 95% -0.02 2 0.58 -0.50a0.13 -0.32a0.33 -0.16a0.48 -0.44 a 0.21
p-valor 0.0686 0.2195 0.9688 0.3017 0.4512
C. termotolerantes

Coef. Correlagao 0.0084 0.2681 0.0322 -0.184 0.1545

I. Confianga 95% -0.3220.34 -0.07a0.55 -0.30a0.36 -0.48a0.15 -0.18 a 0.46
p-valor 0.9611 0.1138 0.8523 0.2826 0.3682

*Correlagao Linear de Pearson

Grafico 43 — Correlagdo das variaveis climatologicas nas amostras de agua do Agua Preta no periodo
de janeiro de 2012 a dezembro de 2014
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5.6 GENOTIPOS CIRCULANTES

Das 48 amostras positivas, 29 amostras foram adequadas para analise filogenética,
dessas 29 amostras genotipadas, 48% (14/29) agruparam com isolados do gendétipo |
subtipo A em cor azul e as 52% (15/29) sequéncias agruparam com genaotipos IB destacado
em cor vermelha (Figura 8).

Aidentidade entre os isolados variou de 97% a 100% para os subgendtipos |A e 96%
a 99% entre os subgenotipos IB.

Figura 8 — Arvore filogenética utilizando um fragmento de aproximadamente 267 nucleotideos da regido
de juncdo VP1/2A para genotipagem do virus de hepatite A detectados no manancial do Utinga (em
destaque) e de cepas cujas sequéncias estdo disponiveis em banco de dados, utilizando o modelo

bayesiano com probabilidade posterior de 100

APR_04_14/Brasi/2014

BOL_03_13/Brasili2013

BOL_11_13/Brasili2013

ETA_03_13/Brasil2013

BOL_04_14/Brasili2014

ETA_05_13/Brasil2013

ETA03_01_13/Brasil2013

ETA_04_14/Brasil2014

ETA_04_13/Brasil2013

ETA_09_13/Brasil2013

IA_AY322932_BrasilClinical/2001
63 IA_AY322948/BrasiliClinicali2001

|A_JX185619/ArgentinalAgua_de_Rio2006

IA_AY323000/Brasil/Clinical/2001

IA_EF204131/BrasilEsgoio/2005

APR_04_12/Brasi/2012
|A_X83302/ltaly1995
IA_X75215/AlemanhalClinical 1976
IA_KO2990/EUAN 975
IA_AB020568/Japao/Clinical/1998
|A_JX185626/ArgeniinalAgua_de_Rio/2009
BOL_10_14/Brasili2014
APR_04_13/Brasi/2013
|APR_12_14/Brasi/2014
1B_AY323047/Brasil/Clinical’2001
1B_M14707/Australia//Cultura/1976
|1B_AF268396/Brazil/Cultura/1992
1B_GQ375875/RepublicadaBielorrussial2006
I1B_KC632114/Gana/Sangue/2010
ETA_08_13/Brasi/2013
BOL_08_13/Brasili2013
APR_07_12/Brasili2012
APR_05_13/Brasill2013
ETA_02_13/Brasi/2013
BOL_05_14/Brasili2014
ETA_12_13/Brasi/2013
BOL_07_13/Brasili2013
BOL_01_13/Brasili2013
APR_D1_14/Brasil’2014
APR_09_14/Brasill2014
ETA_06_13/Brasi/2013
ETA_07_13/Brasi/2013
APR_07_14/Brasili2014
APR_03_13/Brasili2013

92

84

i|— IB_AY644670/Serral eoaiClinical/1 988

I1A_AY644676/F 1979
ebl 11A_AB2797321)ap20/Cinical 199D
11A_AJ299464/Norway/Clinical/ 1997

- a7

A

99 L IlIA_EU011791/India/Clinical’2008
Al B_AB258387/Japao/Clinical/1990
& 1IIB_AB279735/JapaoiClinicali1 985
111B_L 20544/ Japao/Clinica/1930

—————— | N A 1985

VI_LOT73 )_fascicularii1 985

0.06

Resultados

76



5.7 DISCUSSAO

Dentre as inumeras doencas de veiculagéo hidrica decorrentes da ingestéo de agua
contaminada, destaca-se a Hepatite A, que tem sido considerado um importante problema
de saude publica em muitos paises, incluindo o Brasil, pois € uma enfermidade diretamente
relacionada as condigcbes socioeconémicas e a falta de agua potavel e saneamento
basico. Apesar do Brasil nos ultimos anos ter apresentado melhorias no que diz respeito
ao saneamento, principalmente nas regides Sul e Sudeste, que apresentam melhores
indicadores sanitarios, quando comparados as regides norte e nordeste, a Hepatite A é
motivo de preocupagdo constante e que tem demandado bastante trabalho do ponto de
vista da vigilancia epidemiol6gica e ambiental em saude.

A vigilancia da qualidade da &agua destinada ao consumo humano tem como
finalidade principal o mapeamento de areas de risco em determinado territorio, quanto as
caracteristicas de potabilidade, com vista a assegurar a qualidade da mesma a fim de evitar
que as pessoas adoe¢cam pela presenca de patdgenos ou contaminantes (BRASIL, 2002),
que atualmente a legislacao brasileira que trata sobre o controle e vigilancia da qualidade
da agua destinada ao consumo humano (Portaria n® 2.914 de 12 de dezembro de 2011 do
Ministério da Saude) utiliza como indicador microbiologico de contaminagéo os coliformes,
em especial a Escherichia coli, entretanto a auséncia deste indicador ndo tem assegurado
auséncia dos virus, sobretudo, os entéricos causadores de doencgas de veiculagao hidrica,
inclusive a Hepatite A (MIAGOSTOVICH et al., 2008; ESPINOSA et al., 2009; VIEIRA et
al., 2012). Devido a este fato, a mesma Portaria recomenda nas suas secoes Il e lll, art.
11 e 12 a pesquisa de virus quando dados epidemiolégicos apontarem a dgua como via
de transmissé@o. Recomenda ainda no capitulo V, art. 29, “a inclusdo do monitoramento
de virus entéricos no(s) ponto(s) de captacdo de agua proveniente(s) de manancial (is)
superficial (is) de abastecimento, com o objetivo de subsidiar estudos de avaliagéo de risco
microbiolégico”.

No contexto da vigilancia ambiental para o virus da Hepatite A, o Laboratério
de Microbiologia Ambiental da Secdo de Meio Ambiente do Instituto Evandro Chagas-
Ananindeua-PA, no periodo de 2012 até o presente momento colaborou na investigacéo
de 41 surtos de Hepatite A ocorridos em diferentes estados do Brasil (Para, Amazonas,
Tocantins, Acre, Minas Gerais, Amapa e Distrito Federal) dentre os quais, 13 tiveram suas
fontes de contaminacgéo pelo VHA identificadas (dados n&o publicados).

Neste contexto este estudo visou avaliar a qualidade da agua do manancial do Utinga,
que inclui o lago Bolonha, o lago Agua Preta e a estagdo de tratamento de agua Bolonha -
ETA Bolonha, que representa a mais importante fonte de agua para abastecimento publico
de Belém e Ananindeua-PA. No entorno dos referidos lagos existem varios agravantes
que provavelmente propiciam o comprometimento da qualidade da agua superficial dos
lagos, fato este atestado pelos altos niveis de contaminacgéo por coliformes encontrados
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na area ao longo do periodo deste estudo. A descarga de dejetos humanos, langados in
natura diretamente no Bolonha, em razdo da ocupacédo desordenada em seu entorno e a
proximidade do lago Agua Preta do lixdo do Aura, podem ter contribuido significativamente
para estes achados. Além das altas concentracdes de coliformes encontradas nas aguas
superficiais do manancial do Utinga, o VHA1 foi detectado em mais de 40% das amostras de
agua dos lagos analisadas o que juntamente com os resultados quantitativos encontrados
para E. coli comprovam que os lagos estdo sendo impactados por dejetos de origem fecal
humana.

Em razéo da continua descarga de efluente nos mananciais superficiais do Parque
Estadual do Utinga é recorrente a intensa proliferacdo de macroéfitas aquéticas. Este
fendbmeno ocorre mais expressivamente no lago Bolonha em razéo do acumulo de altas
concentracbes de nutrientes, necessarios para seu pleno desenvolvimento, entretanto, os
referidos nutrientes do meio hidrico também podem estar representados por poluentes
orgéanicos (esgotos residenciais, residuos vegetais e animais) ou inorganicos (esgotos
industriais, produtos de limpeza, metais e residuos petroquimicos) e por isso as macréfitas
sdo por vezes referidas como plantas devoradoras de poluicdo (LEITAO JUNIOR et al.,
2007).

Espécies de plantas aquéticas superiores como o aguapé (Eichhornia crassipes)
e o alface-d’agua (Pistia stratiotes), as que mais abundantemente se proliferam no lago
Bolonha em razéo do estagio avangado de eutrofizagdo do mesmo, tem demonstrado papel
significativo na adsorgéo e absorcdo de substancias toxicas, organicas e microrganismos
em ambientes aquéticos contaminados, sobretudo aqueles impactados por esgotos, pois
desempenham atividades filtradoras que terminam por melhorar a qualidade da agua, além
de formar em uma densa rede capaz de reter as mais finas particulas em suspenséo, onde
0s virus, por exemplo, podem permanecer complexados e intactos por longos periodos,
pois lhes é conferido, além de maior estabilidade e protecéo contra a degradagéo por
enzimas, protecao contra agédo dos raios UV (DINIZ et al., 2005).

Apesar da expressiva contaminagao por coliformes encontrada na 4gua dos lagos
do Parque Estadual do Utinga, este indicador de contaminagéo néo foi detectado na saida
da ETA Bolonha, provavelmente devido ao sucesso do tratamento dado a &gua nesta
estacdo, que inclui coagulagao, floculagdo, decantacao, filtragcdo e cloragcéo, esta ultima
em concentracdo suficiente para eliminar estas bactérias. No que concerne a presenca
do VHA1, chama atencéo a deteccdo do seu genoma em 41,66% (15/36) neste ponto de
amostragem corroborando a falta de correlagé@o entre os atuais indicadores de contaminacéo
fecal recente da agua destinada ao consumo humano vigente no Pais e os virus entéricos
conforme também demonstrado por outros autores (ESPINOSA et al. 2009; VIEIRA et al.,
2012) o que reforga a necessidade de reviséo da legislagéo brasileira.

Ainda em relagé@o a saida do tratamento da ETA Bolonha, observou-se no decorrer
do periodo deste estudo um aumento abrupto do percentual de positividade para VHA1
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que iniciou com 16,7% em 2012, foi para 83,3% em 2013 e 25% em 2014. Uma possivel
explicacdo para esta ocorréncia em 2013 foi a retirada dos aguapés e alface-d’agua de
toda extensé@o deste lago que provavelmente filtravam a agua do ambiente e serviam
indiretamente de barreira fisica para os virus, além disso, a movimentacdo mecéanica
promovida no lago, caracterizado como ambiente Iéntico, para a retirada das plantas
terminou por promover também a resuspensdo do material particulado sedimentado ao
longo tempo e como isso, a resuspensédo de microrganismos complexados aos mesmos.
Esta “limpeza” realizada pela COSANPA ocorreu no periodo de margo a outubro de 2013
quando foram retirados 371 mil m2 de vegetacdo aquatica do Bolonha e 1,2 mil m2 do Agua
Preta (http:/177.74.2.17/noticia.asp?id_ver=138659).

E fato que as macrofitas desempenham um importante papel na despoluicdo de
corpos hidricos, inclusive em estac¢des de tratamento de esgotos (IRGANG; GASTAL JR.,
1996) devido sua capacidade de extrair os nutrientes necessarios para sua sobrevivéncia
e filtrar o material particulado através de suas raizes, além de absorver metais pesados
como prata, chumbo, mercurio, cadmio e outros. Também promove a oxigenacgéo do corpo
hidrico, que é feita tanto pela parte aérea quanto pela agéo bioquimica das bactérias que
compdem o complexo ecossistema das raizes (ARAUJO, 2015). Entretanto, a retirada da
vegetacao aquatica dos lagos do Parque do Utinga, a época foi conduzida em razéo dos
baixos niveis de oxigénio dissolvido, prejudicial para vida aquatica, das altas concentracoes
de matéria organica provenientes da decomposicéo dos vegetais mortos e sedimentados
no fundo dos lagos e também em razdo da migragdo dos mesmos para zona de captacao
de agua bruta que comprometia a capacidade de absorcdo da agua pela Elevatéria de
Agua Bruta do Bolonha, a qual ndo poderia vir acompanhada de vegetacdo (macrofitas),
pois causava entupimentos ou queimavam o0 maquindrio e oneravam substancialmente a
necessidade do tratamento dado a agua na ETA Bolonha.

Com a introdugéo da reagdo em cadeia da polimerase-PCR e do PCR em tempo
real nas investigacdes ambientais de virus entéricos, uma variedade maior de tipos de virus
comecaram a ser detectados nos ambientes aquaticos, o que representou um importante
salto na vigilancia das infeccdes virais de veiculagéo hidrica, sobretudo, por ocasido das
investigacoes de surtos (BROOKS et al., 2005; KO et al., 2005) . Ocorre que as etapas que
precedem os protocolos que utilizam ferramentas da biologia molecular para detecgéo e
quantificacdo incluem a concentragdo das amostras de 4gua que terminam por concentrar
também outras substancias biolégicas e quimicas (acidos humicos, fulvicos, gorduras,
proteinas, polifenois, metais pesados) que interferem ou inibem os processos utilizados na
deteccéo ou cultivo dos virus (BOSCH et al., 2008), produzindo muitas vezes resultados
falso-negativos.

O protocolo de concentracéo e deteccéo do genoma viral do VHA1 utilizado neste
estudo foi utilizado também por outros grupos de pesquisadores Villar et al. (2007); De
Paula et al. (2007); Rigotto et al. (2010), diferindo apenas na complexidade das matrizes
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aquaticas estudadas e em alguns pequenos detalhes do procedimento geral. No computo
geral dos resultados obtidos neste estudo, o percentual superior a 40% de positividade
para VHA1 em agua superficial foi semelhante ou maior que aquele obtido por Villar et al.
(2007) que foi de 32% em amostras de esgoto, por De Paula et al. (2007) que foi de 23%
em agua de rio e Rigotto et al. (2010) com 16% em amostras de agua de mar no Norte da
llha de Santa Catarina. Estas diferengas nos percentuais podem ser atribuidas as matrizes
ambientais e as caracteristicas intrinsecas a cada ecossistema aquatico que do ponto de
vista fisico-quimico e microbiolégico. Além disso, ha de se considerar também o padrao
de endemicidade da hepatite A regionalmente, pois ela difere conforme a observagéo de
melhorias de diferentes aspectos sociais e econémicos.

Em razao da prevaléncia da hepatite A esta diretamente relacionada ao seu modo
transmissao fecal-oral, a condi¢cdo socioeconémica e saneamento ambiental principalmente,
0 controle dos focos de transmisséo se torna bastante complicado, pois neste contexto, a
maioria das criangas menores de 5 anos de idade se infecta nos primeiros anos de vida
e desenvolve a forma assintomatica da doenga favorecendo sobremaneira a manutencéo
da endemicidade da doenca. Apesar da mudancga observada na regido norte que passou
de altamente endémica para hepatite A para o padrao intermediario, o achado de 83%
das amostras da saida da ETA Bolonha positivas para o genoma do VHA1 é um fato
preocupante e chama aten¢ao, pois a disseminagdo do VHA1 na regido metropolitana de
Belém pode estar ocorrendo via sistema publico de distribuicdo de agua “potavel”.

Do ponto de vista fisico-quimico, foi observado que apds a limpeza dos lagos,
houve diferencga significativa entre os anos estudados para as diferentes variaveis fisico-
quimicas: condutividade, TDS, OD, STS, cor aparente, Nitrato e Nitrito. A condutividade,
TDS, Nitrato e Nitrito apresentaram maiores concentracées em 2013 isto, no Lago Bolonha.
Ja o STS e cor aparente se destacaram por apresentarem concentracdes mais elevadas
em 2014 no Lago Agua Preta. O Oxigénio dissolvido também se destacou no ano de 2014
por apresentar as menores concentragbes em ambos os lagos, bem como os niveis de
pH foram mais elevado neste mesmo ano tanto no Lago Bolonha como no Lago Agua
Preta. Demonstrando que a limpeza realizada nos lagos modificou as caracteristicas
habituais daquele ambiente, que a exemplo de 2013, tornou-se mais rica em nutrientes.
E a diminuigéo dos niveis de OD e o aumento do pH em 2014 podem indicar o despejo de
efluentes nos lagos.

Na ETA foi possivel verificar que o pH foi mais elevado no ano de 2013. E no ano
de 2014 as variaveis TDS, STS, Salinidade e Turbidez apresentaram valores de maiores
concentragdes. O cloro livre também se destacou por apresentar as maiores concentragbes
em 2014 e menores em 2013, que coincide com a maior deteccao do VHA1 na ETA. Este
composto quimico é utilizado nas estacdes de tratamento para desinfeccdo da agua, e
€ necessario que se mantenha um residual de cloro livre para garantir a potabilidade e
auséncia de patdgenos na agua de consumo e em baixas concentragdes torna-se ineficaz

para inativacéo do virus.
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Em relagé@o aos fatores climatologicos, sabe-se que os mesmos podem influenciar
diretamente na concentragcdo de patdgenos no ambiente aquatico. Neste estudo a
precipitacdo pluviométrica apresentou correlagéo positiva com indicadores bacteriolégicos,
principalmente no Lago Bolonha, este achado corrobora com outros estudos (JIANG; CHU;
HE, 2007; ESPINOSA et al., 2009).

Embora muitos coliformes ndo representem necessariamente organismos
patogénicos, a sua presenca indica a possivel ocorréncia de outros organismos entéricos,
potencialmente infecciosos, como por exemplo, os virus entéricos entre eles, o VHA1, que
por sua vez nado apresentou associacdo significativa com a precipitacdo pluviométrica,
revelando que ndo ha um padréo sazonal do virus. Apesar de visualmente a analise gréafica
dos dados deste estudo conduzirem a impresséo de uma frequéncia maior de VHA1 no
periodo chuvoso, o que corrobora com Villar et al. (2002), outros autores detectaram o virus
com maior frequéncia durante o verdo ( ESPINOSA et al., 2009).

Outros fatores que podem interferir na persisténcia dos virus entéricos em amostras
de agua de superficie sao as elevadas temperaturas, radiacdo que podem causar danos
aos capsideos virais e aos acidos nucleicos, sobretudo os que possuem genoma de RNA
(SANO et al., 2010). Neste estudo, nenhuma variavel climatologica testada mostrou relacao
com a presenga do virus.

Abusca de associag¢des entre os parametros fisico-quimicos, inclusive processos de
tratamento de 4gua e a ocorréncia dos virus tem também sido realizada (CARTER, 2005;
ASSIS et al., 2015). Nos lagos do manancial do Utinga foi possivel observar uma associacéo
negativa entre a presenca do VHA1 e o OD. O Oxigénio Dissolvido é uma variavel que
esta relacionada a decomposicdo da matéria orgéanica, tornando-se muito importante para
avaliagé@o da qualidade da 4gua, pois baixos niveis de OD podem indica despejos de origem
orgéanica, como esgotos domésticos ou efluentes industriais, o que pode justificar a relagéo
negativa desta variavel com a presenca do VHA1 (VASCONCELOS; SOUZA, 2011).

Em relagdo as amostras da ETA-Bolonha, as analises mostraram uma relacao
positiva entre o VHA1 e o pH e negativa entre o VHA1 e cloro livre. A associagdo entre o
virus e o pH é controversa (PANCORBO et al., 1987), uma vez que, de um modo geral o
VHA1 tem maior estabilidade em pH acido o que divergiu do deste estudo.

Alguns estudos ja demonstraram que o VHA1 necessita de altas concentracoes
de cloro para sua inativacdo, como mostram os resultados de Li et al, (2002), que
avaliaram a viabilidade do VHA1 em diferentes niveis de cloro e 0 mesmo sé foi inativado
em concentragdes acima de 10 mg/L durante 30 minutos, valor esse bem maior do que
0 preconizado pela legislagdo vigente no Brasil para tratamento de agua potavel, que
estabelece um residual de cloro livre de 2 mg/L na saida da ETA. Os dados desde estudo
mostraram uma associacédo negativa entre o cloro livre e o VHA1, o que corrobora o
descrito na literatura, mesmo que ndo se tenha observado concentragdes tao altas como

a do estudo acima citado. Foi possivel observar que o ano (2013) quando um maior

Resultados

81



nuamero de amostras foi positiva para VHA1 foi também aquele que apresentou as menores
concentragdes de cloro livre. E 0 ano onde foram observadas as maiores concentragdes de
cloro livre (2014) foi 0 que menos apresentou amostras positivas para o VHA1.

Em adigé@o aos fatores acima mencionados, foram realizadas também genotipagem
para identificacdo dos genétipos circulantes. As amostras positivas para VHA1 foram
sequenciadas utilizando uma regido parcial do genoma a jungéo VP1/2A para identificacéo
dos gendtipos circulantes, uma vez que esta regido é aquela que apresenta maior
variabilidade genética (VAUGHAN et al., 2014).

Atualmente séo considerados seis genétipos que caracterizam o virus. Os genoétipos
I, I e lll estédo associados as infecgdes humanas, possuindo ainda seis subgendtipos (IA,
IB, IIA, 1IB, llIA e IlIB) e recentemente foi identificado o subgenétipo IC na Espanha sendo
de origem alimentar, e os gendtipos 1V, V e VI sendo associados a primatas ndo humanos.
O gendtipo | é o mais prevalente no mundo, assim como genétipo |A é mais relatado em
relagédo ao gendtipo IB. Os gendtipos do VHA1 apresentam mais de 85% de identidade no
sequenciamento nucleotidico e os subgenoétipos apresentam entre 7 e 7,5% de divergéncia
nucleotidica entre si (NAINAN et al., 2006).

Neste estudo o gendtipo predominante foi o genoétipo I, demonstrando cocirculagao
dos gendtipos IA e IB. O genétipo IB foi o mais frequente com 52% dos resultados,
reforcando o que ja foi encontrado em outros estudos como, por exemplo, Amado et al.
(2011) e De Paula et al. (2004), em que o gendtipo IB foi mais prevalente.

A identidade entre os isolados encontrados nas amostras de agua coletadas
apresentaram baixa diversidade genética entre os genaétipos. Villar et al. (2006) encontraram
percentual de 90,8% a 96,8% entre os isolados IA e 97,2% a 99,5% entre os o isolados IB.
Esses achados corroboram com outros estudos, demonstrando que o gendétipo | € o mais
frequente no mundo e que no Brasil ha circulagéo de ambos os genotipos (DE PAULA et al.,
2002, 2006, DEVALLE et al., 2003, VILLAR et al., 2004, 2006).

Os resultados aqui apresentados apontam para a vulnerabilidade dos lagos que
abastecem parte consideravel da populagdo de Belém com agua potavel, além de chamar
atencéo para possibilidade de contaminagdo da agua tratada com virus potencialmente
patogénico. Por isso torna-se imprescindivel o monitoramento da qualidade da agua de
abastecimento publico, a fim de avaliar a eficiéncia dos atuais indicadores de contaminagéo
da agua, bem como avaliar se estes indicadores estdo associados a persisténcia do VHA1
no ambiente. Os achados também configuram a deficiéncia do esgotamento sanitario que
contribui para a disseminacdo de microrganismos patogénicos no ambiente aquatico,
sobretudo os virus de veiculagéo hidrica como VHA1.
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CONCLUSAO

+  Os resultados apontam para importante impacto ambiental no manancial do
Utinga em Belém-PA;

+  Evidenciou-se que o processo de degradagéo ambiental € maior no Lago Bo-
lonha em relacdo ao Lago Agua Preta, porém, ambos encontram-se bastante
impactados;

+  Evidenciou-se que o tratamento da agua na ETA Bolonha € eficiente para ina-
tivacdo das bactérias do grupo coliforme, entretanto fragmentos do genoma do
virus da hepatite A foram detectados na agua coletada na saida do tratamento
ressaltando a necessidade de realizacéo de novos estudos acerca da viabilida-
de das particulas virais neste ponto de amostragem;

+  Observou-se a falta de correlagédo entre a concentragédo dos indicadores bacte-
riolégicos e a presenca do genoma do VHA1 na amostras de agua coletadas;

+  Observou-se associagdo negativa entre OD e o VHA1 nas aguas superficiais
dos Lagos e Associagéo positiva entre Cloro Livre e pH na ETA Bolonha;

+  Evidenciou-se neste estudo a circulagao predominante do genétipo | e subge-
nétipos 1A e IB;

+  Os resultados apontam para um possivel problema de saude publica que contri-
bui para a manutengéo da ocorréncia de casos em Belém e parte da sua regido
metropolitana, bem como para a manutencéo da endemicidade da Hepatite A
na regido, caso nao haja intervencgdes urgentes das autoridades responsaveis;

+  Os resultados deste estudo apontam para uma possivel manutengéo da ocor-
réncia de casos de Hepatite A em Belém e parte da sua regiao metropolitana
veiculada pelo sistema publico de distribuicdo de agua potavel, uma vez que o
VHAT1 foi detectado em frequéncia consideravel na saida da ETA Bolonha.
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