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RESUMO

As comunidades rurais estdo localizadas longe dos centros urbanos, onde o fornecimento
adequado de agua potavel é prejudicado. Na falta de uma rede publica de distribuicéo, a
obtencdo de agua, é feita a partir de fontes superficiais e subterraneas, onde a qualidade
microbiana é muitas vezes desconhecida. Goias possui 9,7% da populacdo em areas rurais
e estudos anteriores feitos em algumas dessas comunidades rurais e tradicionais ja
demonstraram vulnerabilidade da dgua para o consumo desses residentes por patdgenos
de veiculag&o hidrica, como os virus entéricos. Logo, o objetivo do trabalho foi continuar
a avaliacdo da contaminacéo fecal de amostras de agua provenientes de fontes individuais
e coletivas, de 24 comunidades em &reas rurais do Estado de Goias. Foram coletadas 160
amostras, cujas fontes de agua eram poco tubular raso, pogo tubular profundo, poco raso
escavado e nascente, mananciais superficiais, agua da chuva armazenada em cisternas e
caminhdo pipa. Utilizou-se como indicadores de contaminacdo fecal os virus entéricos
Adenovirus humano (HAdV), Rotavirus (RV) e Enterovirus (EV), analisados por gPCR.
Ao todo, 30% das amostras apresentaram indicativo de contaminacéo fecal. As taxas de
deteccdo foram de 20% para RV, 9,4% para HAdV e 4,4% para EV. As médias
geométricas de concentracdo desses indicadores foram 1,5x108 CG/L, 1,9x10° CG/L e
7,1x10° CG/L, respectivamente. RV foi o indicador viral de maior prevaléncia em fontes
subterraneas, sendo estatisticamente associado a pogos tubulares rasos. Em amostras de
nascente, destaca-se o HAdV com 11,8%. Nas amostras de cisterna, tanto HAdV quanto
RV, foram encontrados na mesma prevaléncia. Esses resultados revelam que a populacao
analisada esta vulnerdvel a doencas de veiculacdo hidrica causadas por patdégenos
entéricos, servindo para orientar a futuras decisGes e aprimorar as praticas cotidianas de
tratamento de 4gua nestas comunidades.

Palavras-Chave: Comunidades rurais; Contaminacdo fecal, Fontes de agua; Virus

entéricos.
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ABSTRACT

Rural communities are located far from urban centers, where the adequate supply of
potable water is hampered. In the lack of a public distribution network, water is obtained
from surface and groundwater sources, where the microbial quality is often unknown.
Goiés has 9.7% of the population in rural areas and previous studies carried out in some
of these rural and traditional communities have already demonstrated the vulnerability of
water for the consumption of these residents by waterborne pathogens, such as enteric
viruses. Therefore, the aim of the work was to continue the evaluation of fecal
contamination of water samples from individual and collective sources, from 24
communities in rural areas of the State of Goias. 160 samples were collected, whose water
sources were shallow tubular well, deep tubular well, dug well and spring, surface water,
rainwater stored in cisterns and water truck. The enteric viruses Human Adenovirus
(HAdV), Rotavirus (RV) and Enterovirus (EV) were used as indicators of fecal
contamination, analyzed by gPCR. In all, 30% of the samples showed signs of fecal
contamination. Detection rates were 20% for RV, 9.4% for HAdV and 4.4% for EV. The
geometric means of concentration of these indicators were 1.5x10° GC/L, 1.9x10° GC/L
and 7.1x10° GCI/L, respectively. RV was the most prevalent viral indicator in
underground sources, being statistically associated with shallow tubular wells. In spring
samples, HAdV stands out with 11.8%. In the cistern samples, both HAdV and RV were
found in the same prevalence. These results reveals that the analyzed population is
vulnerable to waterborne diseases caused by enteric pathogens, serving to guide future

decisions and improve daily water treatment practices in these communities.

Keywords: Rural communities; Fecal contamination; Water sources; Enteric viruses
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1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

11 SANEAMENTO BASICO RURAL

As atividades socioecondmicas realizadas por um individuo dependem da sua
qualidade de vida, que é possibilitada pelo acesso a moradia, a educacéo, a saude e ao
saneamento basico. O saneamento basico é definido como o conjunto de agdes e servigos,
que incluem abastecimento de 4gua para consumo, gestdo de residuos e limpeza publica,
esgotamento sanitario e drenagem de &gua pluvial (BRASIL 2007; Fortes et al. 2019).

Esses conjuntos de agdes tendem alcangar a méxima melhoria das condicGes de
vida, controlando assim os motivos que podem causar efeitos prejudiciais sobre o bem-
estar fisico, mental e social, do individuo, tanto no meio urbano como rural (Follador et
al. 2015; Massa & Filho 2020). O acesso ao saneamento é tido como a circunstancia
fundamental a dignidade e & sobrevivéncia humana, assim como o fornecimento
adequado de agua em quantidade e qualidade (Fortes et al. 2019).

No entanto, aproximadamente 75% da populacéo global, que vive em areas rurais,
ndo tém acesso a fontes de dgua potével e saneamento basico (Cabral & Araujo 2016).
Dados recentes da OMS/UNICEF (Organizacdo Mundial da Saude/ Fundo das NagGes
Unidas para a Infancia) sobre o acesso a dgua potavel, saneamento inadequado e higiene
(WASH), apresentam que 0ito a cada dez pessoas sem acesso a agua potavel, e sete a cada
dez pessoas sem acesso ao saneamento basico, vivem em areas rurais (WHO/UNICEF
2019; Calgaro & Filho 2020; CDC 2022).

De modo a exercer a barreira primaria contra patégenos de transmissao hidrica, o
saneamento basico evita o contato das pessoas com as excretas despejadas nos recursos
hidricos, tornando-se diretamente relacionado a qualidade microbioldgica da agua
(Ercumen et al. 2017; WHO 2018). As aguas contaminadas por patégenos microbianos
causam risco consideravel a saide publica em geral, pois sdo responsaveis por surtos de
doencas de veiculacdo hidrica e, assim, levam a uma alta incidéncia de morbidade e
mortalidade, principalmente em paises subdesenvolvidos (Toze 1999; Subekti et al.
2002).

Segundo a Organizagdo Mundial da Salde, a &gua de baixa qualidade e a
precariedade no saneamento basico causam a morte de 829.000 pessoas no mundo, a cada
ano, por casos de diarreia. E ainda, 80% das doencas diarreicas sdo transmitidas pela agua
(da Costa et al. 2016; Fortes et al. 2019). No ano de 2018, foram registrados mais de 230



mil internagdes e 2.180 Obitos por doencas de veiculagdo hidrica no pais (Trata Brasil
2018).

Virus e bactérias estdo entre os principais patégenos causadores de doengas de
veiculacdo hidrica. Sdo de origem entérica, tanto humana como animal, e transmitidos
pela via fecal-oral, isto é, quando sdo excretados nas fezes de individuos infectados e
ingeridos na forma de agua ou alimento contaminados (Ashbolt 2015; Nébrega et al.
2015).

O saneamento béasico é um direito previsto na Constituicdo e amparado pela Lei
Federal n°® 11.445 de 5 de janeiro de 2007, principal lei que estabelece o Saneamento
Bésico no Brasil. Porém, observa-se na lei que ndo hd o esclarecimento sobre o
atendimento do saneamento em comunidades rurais, referindo-se a servigos puablicos em
locais que possuem economia de escala e com solugdes coletivas (BRASIL 2007; Scaratti
& Bezerra 2020).

A lei prevé a implantacdo do Plano Nacional de Saneamento Basico (Plansab) e
ordena a elaboracdo e execucdo do Programa Nacional de Saneamento Rural (PNSR). O
PNSR tem como objetivo de universalizar o acesso as a¢fes de saneamento basico nas
areas rurais, beneficiando inclusive comunidades tradicionais, incluindo acfes para
abastecimento de agua, esgotamento sanitario, melhorias sanitarias domiciliares, manejo
de residuos sélidos, educacdo e mobilizacdo social (Costa & Pinheiro 2018; Calgaro &
Filho 2020).

No entanto, nota-se ainda no Brasil grande desigualdade quando comparada a
oferta de saneamento entre areas urbanas e rurais. O abastecimento de agua por rede de
distribuicdo atende cerca de 94% dos domicilios urbanos, enquanto apenas 34,5% dos
domicilios nas areas rurais estdo ligados a redes de abastecimento de agua com ou sem
canalizacdo interna (FUNASA 2018; Calgaro & Filho 2020).

Em relagdo ao esgotamento sanitério, apenas 5,45% dos domicilios rurais estdo
ligados a rede de coleta de esgotos (FUNASA 2018; Calgaro & Filho 2020). Nas regides
rurais, 49% da populacdo ainda convive com préaticas consideradas inadequadas pela
OMS e UNICEF, como o uso de banheiros compartilhados, a defecacdo ao ar livre ou
ainda o langcamento dos dejetos sem qualquer tratamento diretamente no solo ou em
corpos d’agua (WHO/UNICEF 2015; Tonetti et al. 2018).

As comunidades rurais normalmente estdo localizadas longe dos centros urbanos,
onde a capacidade de fornecer um sistema centralizado de agua potavel é drasticamente

reduzida, tornando-as isoladas. Isso ocorre devido ao dificil acesso, a grande distancia e
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afastamento entre domicilios e dos domicilios a sede do municipio, a baixa densidade
populacional, e a situacéo de irregularidade fundiaria. Assim, os individuos obtém &gua
de fontes superficiais e subterraneas, onde a qualidade microbiana é muitas vezes
desconhecida (Ashbolt 2004; Pronk et al. 2008; Gibson et al. 2011; WHO 2018; Tonetti
et al. 2018).

1.2 CONTAMINACAO DA AGUA DE CONSUMO HUMANO NO MEIO
RURAL
a) Fontes de Agua
O homem dispde de dois tipos de fontes de 4gua para consumo, que sao as aguas
subterraneas e as aguas superficiais. As aguas subterraneas se encontram abaixo da
superficie do solo, preenchendo completamente os poros das rochas e dos sedimentos,
constituindo assim os chamados aquiferos. Sao extraidas por meio das nascentes, pogos
rasos e pocos tubulares. As aguas superficiais, que sdo corpos d’agua formados pela agua
que escorre sobre a superficie do solo, como cérregos, rios, lagos, reservatorios e/ou

oceanos. Menos de 5% da agua doce que existe no globo terrestre encontra-se disponivel

superficialmente, estando o restante armazenado em reservas subterraneas (Figura 1)
(BRASIL 2006; Guimardes et al. 2007; Hirata et al. 2019).

Agua Superficial

Figura 1. Esquema representativo das principais fontes de agua no planeta. Fonte: CDC
(2022).



Quando ocorre uma precipitacdo, uma parcela da agua que esta em contato com o
solo se infiltra e percola no interior do subsolo. Parte da 4gua, durante a infiltracéo, devido
aacao da forca de adesdo ou capilaridade, fica contida nas regifes mais perto da superficie
do solo, chamada Zona N&o Saturada. Ja por acdo da gravidade, outra parcela da agua
fica retida em zonas mais profundas do subsolo, resultando na Zona Saturada (Figura 2)
(Borghetti et al. 2011; ANA 2015).

Caso a chuva exceda o potencial maximo de infiltragdo no solo, o excesso ira
inicialmente se acumular em depressdes e, em seguida, gerar o escoamento superficial.
Este se da por meio de trajetorias preferenciais, como sulcos, ravinas, vales e cursos

d'agua, os quais finalmente irdo desaguar nos mares e oceanos (Heller & Padua 2006).
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Figura 2. Distribuicdo vertical da agua em subsuperficie. Modificado de Teixeira, et al.
2000.

Os aquiferos sdo formacdes geoldgicas do subsolo feitas por rochas, tendo como
principal caracteristica a capacidade de suprir e armazenar agua subterranea, através de

pocos e nascentes. Podem ser classificados conforme suas caracteristicas geoldgicas e
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hidrodindmicas. A constituicdo geoldgica (porosidade/permeabilidade intergranular ou
de fissuras), determina a velocidade da agua em seu meio, sua qualidade como
reservatorio e qualidade da dgua. Devido a sua classificacdo hidrodindmica, podem ser
considerados aquiferos livres (ndo confinados ou freaticos) ou confinados/artesianos
(Figura 3) (Foster et al. 2003; Borghetti et al. 2011; ANA 2015).

Os aquiferos livres sdo aqueles que estdo submetidos a pressdo atmosférica. Sdo
constituidos por uma formacao geologica superficial e permeavel, limitado por uma base
impermeavel e completamente aflorante em toda sua extensdo. S0 0s mais comuns e
explorados. Sua variagdo no nivel de &gua estd influenciada pelas estagdes chuvosas,
recebendo entdo a chamada recarga direta. Devido a isso, é o tipo de aquifero mais
suscetivel a contaminacdo (Figura 3) (Borghetti et al. 2011; ANA 2015).

Os aquiferos confinados ou artesianos sao aqueles em que a pressdo no topo da
zona saturada é maior do que a pressao atmosférica, o0 que faz com que a agua atinja o
poc¢o acima da zona aquifera. Logo, como o nivel da dgua encontra-se sob pressao, é
capaz de produzir artesianismo nos pog¢os que captam sua agua. Sua formacéo geologica
é permeavel, estando confinada entre duas camadas impermeaveis ou semipermeaveis.
Recebem a recarga indireta e seu reabastecimento ocorre preferencialmente em locais
onde a formacéo aflora a superficie (Figura 3) (Tucci & Cabral 2003; Borghetti et al.
2011; ANA 2015; BRASIL 2020).
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Figura 3. Aquiferos confinados e ndo confinados. Fonte: Chen et al. 2018.

O recurso hidrico subterraneo é quase sempre a Unica opc¢do de agua potavel no
campo e nas periferias das cidades, sendo seu uso uma caracteristica comum em areas
rurais. O uso dessas fontes é devido a sua manutencdo e operacao facilitadas, além dos
baixos custos para implantacdo e funcionamento do sistema de abastecimento (captacéo,
aducdo, tratamento e distribuicdo), e presume-se que sua qualidade seria melhor quando
comparada as fontes superficiais (Leite et al. 2018; Hirata et al. 2019).

No ambito rural, o fornecimento de agua para consumo humano se difere de
regides urbanizadas e populosas. Sao utilizadas solugdes alternativas de abastecimento de
agua (coletivas e/ou individuais), distintas do sistema de abastecimento encontrado nos
grandes centros. Na falta de uma rede pablica de distribuicdo de agua a partir das fontes
de captacdo, sua obtencdo no meio rural € feita a partir de lagos, rios, nascentes, pogos
rasos, pogos profundos, dgua da chuva etc. As nascentes e cisternas que armazenam a
agua da chuva sdo opcdes interessantes, pois a agua da chuva pode ser utilizada em
regibes em que outras matrizes apresentam varia¢do na sua disponibilidade sazonal e o
uso das nascentes pode ndo necessitar de infraestrutura (Palla et al. 2012; Leite et al. 2018;
Bernardino et al. 2020; Peres et al. 2020).



Os pocos rasos sdo construidos manualmente, escavando-se o terreno, podendo
ser revestidos de alvenaria ou com pecas pré-moldadas. Possui inimeras denominacoes,
como: cacimba, cisterna, cacimbao, po¢co amazonas, pogo escavado manualmente, pogo
caipira. Sdo ainda amplamente utilizados para o suprimento hidrico da pulagéo rural no
Brasil, principalmente em regides que ndo sdo atendidas por rede de abastecimento de
agua. Sdo de grandes didmetros (1 metro ou mais), e podem chegar a até 20 metros de
profundidade. A retirada da agua se da por bombas hidraulicas ou manualmente, com
balde. A autorizacdo governamental dos érgdos gestores ou licenciamento para
construcdo ndo é necessaria para este tipo de poco (Figura 4) (BRASIL 2006; Heller &
Padua 2006; ANA 2015; BRASIL 2020).

Os pocos tubulares sdao muitas vezes o Unico modo para fazer a captacdo de
mananciais subterraneos. Possuem pequeno didmetro comparado a profundidade, sdo
revestidos parcial ou completamente com tubos metélicos ou de plastico (PVC),
juntamente com a argamassa ou cimento, afim de evitar que a agua superficial
possivelmente contaminada atinja a zona subterranea do aquifero, e sdo construidos com
equipamentos mecanicos. Compreendendo uma profundidade de até 20 metros, 0s pocos
tubulares rasos ou minipocos podem ser perfurados por meio de trados, ou cravados, a
partir da cravacdo de tubos metélicos providos de ponteiras. Sdo frequentemente
utilizados em situacdes de emergéncia em lencdis freaticos de pequena profundidade e
grande vazao (Figura 4) (Vasconcelos 2015; BRASIL 2020).

J& o0s pocos tubulares profundos chegam a uma profundidade de 20 a cerca de
4.500 metros. Sua construcdo carece de mao de obra e equipamentos especiais, de acordo
com as normas técnicas especificas. Conforme as condic¢des geoldgicas do local, podem
ser totais ou parcialmente revestidos com tubos e filtros, metalicos ou de plastico (Figura
4) (Vasconcelos 2015; BRASIL 2020).
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Figura 4. Tipos de pocos. Adaptado de MPMS, 2017.

A realizacdo da extracdo da &gua de aquifero subterraneo para consumo final ou
insumo de processo produtivo, compreende duas fases que envolvem a solicitacdo de
outorgas. A outorga de direito de uso de recursos hidricos dispde como objetivos
assegurar o controle quantitativo e qualitativo dos usos da dgua e o efetivo exercicio dos
direitos de acesso a agua, sendo este um dos seis instrumentos da Politica Nacional de
Recursos Hidricos, da Lei Federal n® 9.433, de 08 de janeiro de 1997 (BRASIL 1997;
SEMARH 2012; CERHi 2019).

O uso de recursos hidricos quando é para a satisfacdo das necessidades de
pequenos nudcleos populacionais, que estdo no meio rural; as derivagdes, captagdes e
lancamentos considerados insignificantes, bem como as acumula¢Ges de volumes de
aguas consideradas insignificantes, ndo necessitam de outorga. Mesmo assim, a dispensa
requer a tramitacao do processo nos 6rgdos ambientais a fim de conseguir uma Declaragdo
de Dispensa de Outorga (CERHi 2019).



Para perfurar um poco artesiano é preciso pedir uma licenca de perfuracéo para os
6rgdos competentes. No estado de Goias, 0 6rgéo responsavel pela concesséo da outorga
é a Secretaria de Estado de Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel (SEMAD).
Primeiro, é necessaria a autorizacao por meio da Declaracdo de Uso de Recursos Hidricos
(DURH). Posteriormente, o protocolo de solicitacdo sendo analisado e validado pela
SEMAD, se faz disponivel a criagdo de processo de outorga (BRASIL 1997; SEMARH
2012; CERHi 2019). As formas de outorgas no Estado de Goias sdo concessdo (quando
a utilizacdo dos recursos hidricos for de utilidade publica), autorizacdo (se a utilizagédo
dos recursos hidricos ndo for de utilidade publica) e permissdo (se a utilizagdo dos
recursos hidricos ndo for de utilidade publica e demandar vazdo insignificante)
(SEMARH 2012).

A documentacdo exigida no momento de solicitacdo de outorga corresponde ao
perfil litologico descrevendo a litologia com as profundidades e a formacdo a que
pertence; o perfil construtivo final indicando os didmetros de perfuragéo inicial e final,
revestimento utilizado com diametro e trecho revestido, intervalo de colocacéo dos filtros,
profundidade de instalacdo da bomba, intervalo de cimentagéo, tubo de boca, colocacao
de pré-filtro e laje de protecdo. Também sdo necesséarios os estudos geoldgicos e
hidrogeoldgicos com apresentacdo de dados da regido e do local de instalagdo do pogo,
anotacdo de responsabilidade técnica (CREA) do responsavel técnico pelo projeto
técnico, e pela perfuracdo; relatorio fotografico apresentando a construcéo do poco (caso
seja possivel), a realizacdo do teste de bombeamento e a instalacdo de hidrémetro ou
sistema de medicdo de vaz&o ou similar e o teste de bombeamento (CERHi 2019).

Ao solicitar a posse da Outorga do uso da agua, € necessaria a contratacdo de
empresa de engenharia regularizada no CREA (Conselho Regional de Engenharia e
Agronomia) e capacitacdo técnica, para a realizacdo do projeto de construcao do poco. A
captacdo da agua subterranea, segundo a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT), a partir de pocos, deve ser explorada seguindo as normas NBR 12212 e NBR
12444, que dizem respeito ao projeto e construgdo de pocos. O tipo de construgdo, a
protecdo, localizacdo e a forma da retirada da agua do poc¢o, sdo 0s requisitos a serem
analisados ao se perfurar um poco (Lima 2009; de Castro 2011).

Para a captacdo de mananciais superficiais, recomenda-se captar a agua de melhor
qualidade, pois ha maior risco sanitario, devido a sua maior exposicao as poluicdes e
contaminagdes. A tomada de 4gua deve estar posicionada adequadamente e suas devidas

medidas de protecdo sanitarias implementadas. O nivel da &gua do manancial, em termos
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de quantidade e qualidade, e sua variabilidade ao longo do ano, séo caracteristicas que
influenciam na técnica de escolha para a captacdo de agua superficial (Heller & Padua
2006; BRASIL 2020).

b) Contaminagdo das Fontes de Agua

O conceito de One Health (Satide Unica) mostra uma visdo global da satde,
constituindo uma abordagem colaborativa, multisetorial e transdisciplinar que tem como
objetivos atingir resultados ideais de saude, reforcando a relagdo entre animais, seres
humanos e nosso meio ambiente compartilhado. A qualidade e o bem-estar de um grupo
podem impactar direta e indiretamente a qualidade dos outros dois grupos. Um dos
problemas mais comuns trabalhados pela One Health é a contaminacdo da agua usada
para beber e recreacdo que pode deixar pessoas e animais doentes (CDC 2022).

A qualidade da agua superficial e subterrdnea é condicionada por varidveis
naturais ligadas, como o regime de chuvas, escoamento superficial, geologia e cobertura
vegetal, e por impactos antropoldgicos, como o descarte de esgotos domésticos ou
industriais, tratados ou ndo, e o manejo dos solos. A consequéncia direta da perda da
qualidade da &gua recai ndo apenas na populacao que a consome ou esta em contato direto
com ela, mas pde em risco a vida de todos os seres vivos (ANA 2018; Mendonca et al.
2019).

O lancamento de esgoto em mananciais superficiais € uma importante fonte de
patdgenos fecais, pois muitas vezes corpos de aguas receptores de esgoto sem tratamento
ou sujeitos a um tratamento pouco eficiente, vao constituir mananciais de abastecimento
publico de &gua, tornando-0s um risco a quem os utiliza. A razao para a continua pratica
dessa poluicao, parte dos pressupostos que o tratamento de agua tornaria esse manancial
potavel, a diluicdo pela 4gua solucionaria o problema da poluicédo e que haveria o efetivo
controle dos parametros microbiolédgicos da agua (Spilki et al. 2015; Mackowiak et al.
2018).

O risco de transmissdo de doencas de veiculacdo hidrica pelo consumo de
mananciais de propriedades rurais é 22 vezes maior do que o consumo de agua da rede
publica de abastecimento. Cerca de 65% das residéncias rurais captam a agua em pogos
e nascentes, muitas vezes contaminados. As doencas relacionadas com a contaminagéo
da &gua potavel constituem um grande 6nus para a saude publica. O principal risco para

a saude é a ingestdo de 4gua contaminada com fezes contendo patégenos que causam
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doencas infecciosas, como coélera e outras doencas diarreicas, disenterias e febres
entéricas (Jacintho et al. 2005; Staggemeier et al. 2015; Senar 2019).

No meio rural, a qualidade da agua é afetada principalmente pela agricultura,
pecuéaria e atividades domesticas. As aguas residuais domésticas sdo uma importante
fonte de patdgenos fecais, visto que no meio rural, a maior parte da destinagdo final do
esgoto ocorre em fossas rudimentares, fossas sépticas, valas ou, diretamente, no solo ou
em corregos, rios e lagoas, contaminando corpos d’agua e aumentando os riscos de

doencas de veiculacdo hidrica (Figura 5) (Akunna et al. 2017; Senar 2019).
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Figura 5. Fontes de contaminacao da’ég_ljé. Adaptz-ido"dé Purohit et al. 20i'7.

Poluentes advindos da agricultura surgem a partir de praticas incorretas de manejo
do solo e do uso desregrado de fertilizantes e agrotoxicos. Mais da metade de todas as
infeccdes que as pessoas podem contrair podem ser transmitidas por animais. A sucessiva
contaminag&do do solo por residuos organicos animais aumenta o risco da contaminagdo
das fontes de aguas subterraneas, por estes serem reservatorios de diversos
microrganismos que podem migrar através do solo. Dentre eles estdo as bactérias, virus
entéricos e protozoarios (Amaral et al. 2003; Sodré 2012; da Luz et al. 2017; CDC 2020).

O uso de fossas septicas como destino final do esgoto, precipitacdo e infiltracéo

de aterros sanitarios, além de perdas de volume no transporte ou entupimento de partes
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da rede de condutos pluviais, sdo importantes fatores para a contaminacéo de aquiferos.
A construcdo desordenada de pogos artesianos ou cavados, podem ndo apresentar
elementos de protecdo sanitaria, filtros ou revestimentos, servindo de aporte para
contaminantes, através do escoamento superficial e paredes permeaveis (Amaral et al.
2003; Piranha & Pacheco 2004; Sodré 2012).

1.3 VIRUS ENTERICOS: CARACTERISTICAS GERAIS, TRANSMISSAO, E

CONTAMINACAO DO AMBIENTE AQUATICO

Os virus entéricos estdo entre 0s principais microrganismos patogénicos
responsaveis por surtos de doencas de veiculagdo hidrica. Sua contaminagdo é
responsavel por causar doencas significativas e sua manifestacdo varia de infeccbes
assintomaticas ou com sintomas leves, que podem evoluir para quadros graves ou com
risco de vida. Sdo transmitidos através da via fecal-oral, podendo ser diretamente de
pessoa a pessoa, indiretamente pelo consumo de alimentos ou dgua contaminados e até
mesmo por transmissao zoondtica (Figura 6) (Fong & Lipp 2005; Gamazo et al. 2018;
Bouseettine et al. 2020; Upfold et al. 2021).
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Figura 6. Fontes de transmisséo de virus entéricos. Proprio autor.
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Sua caracteristica mais significante é possuir alta infectividade, mesmo com
baixas doses infecciosas, variando de uma a dez particulas, promovendo uma elevada
disseminacdo e transmissdo. Individuos infectados sdo capazes de eliminar nimeros
extremamente elevados nas fezes, normalmente entre 10° e 10*2 particulas de virus/grama
de fezes, e ao longo de vérias semanas apés a infeccdo. Além de humanos infectados;
animais e vegetais também podem excretar grandes quantidades de virus patogénicos
humanos (Fong & Lipp 2005; Tavares et al. 2005; Rodriguez-Lazaro et al. 2011; Health
Canada 2019; Chen et al. 2021).

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios e tém uma necessidade absoluta
de células vivas para se replicarem. Logo, quando as particulas virais ficam suspensas na
agua, significa que a contagem viral permanecerd a mesma ou diminuira com o tempo
(Carter 2005; Fong & Lipp 2005; Pinon & Vialette 2018).

No ambiente, as particulas virais sdo caracterizadas por sua estabilidade fora do
seu hospedeiro. A maioria dos virus entéricos sdo virus ndo-envelopados, fazendo com
que possam suportar diferentes estresses ambientais (a depender do virus), como &cido,
calor, pressao, radiacdo ultravioleta (UV), além de sobreviverem em uma ampla faixa de
pH e por longos periodos em baixas temperaturas. Sdo capazes de resistir a maioria dos
métodos de desinfec¢do utilizados no tratamento de 4gua potavel e esgoto (Gamazo et al.
2018; Bouseettine et al. 2020; Chen et al. 2021; Panizzolo et al. 2022).

Os virus transmitidos pela via aquatica estdo frequentemente envolvidos em surtos
de doencas gastrointestinais e hepatite aguda. Os surtos estdo associados a agua
recreativa, a agua potdvel e a &gua dos aquiferos. Estas epidemias devem-se
principalmente a introducdo de material fecal na agua ou a um tratamento inadequado ou
interrompido da agua potavel. Além disso, 20% a 80% dos virus entéricos ndo sdo
inativados por tratamentos de aguas residuais, permitindo uma carga viral significativa
no ambiente, incluindo a dgua do rio, 4gua do mar e aguas subterraneas (Bouseettine et
al. 2020).

Sdo diversas as maneiras em que pode ocorrer a contaminagdo viral em agua
potavel: através do sistema de esgoto ndo tratado ou insuficientemente tratado, do
escoamento de aguas pluviais poluidas e de residuos solidos urbanos. Os virus sdo
capazes de entrar no sistema de distribuicdo de dgua em diferentes fases, por exemplo,
através das préprias fontes de agua utilizadas para beber e no proprio sistema de

tratamento, distribuicdo e armazenamento (Chen et al. 2021).
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Os virus entéricos sdo uma preocupacao particular nas dguas subterraneas. Nas
areas rurais nem todos os domicilios estdo ligados a rede coletora de esgoto, mas sim as
fossas sépticas, de onde o esgoto pode escorrer para o0 solo e migrar para camadas mais
profundas, atingindo lenc¢dis freaticos. Sdo 0os menores patdgenos entéricos e sdo capazes
de sobreviver por longos periodos no subsolo, pois estes locais possuem baixas
temperaturas, protecdo da luz solar e microbiota ausente. Pontoisoelétrico dos virus e sua
capacidade de adsorcéo aos sedimentos, além de outras condic¢des favoraveis, como por
exemplo seu contetdo genético (DNA ou RNA) e protecao do capsideo, aumentam sua
sobrevivéncia no sobsolo. No meio subterraneo, possuem maior potencial de transporte,
ao compara-los a outros patégenos de veiculacdo hidrica (Borchard et al. 2007;
Staggemeier et al. 2015; Sorensen et al. 2021).

Quando atingem a &gua subterranea, os virus entéricos podem ser inativados,
retornar a superficie junto com a &gua retirada de pocos ou ainda ser transportados até 0s
cursos de aguas superficiais, a partir das laterais do lencol freatico (Corsi et al. 2014). Os
virus quando adsorvidos aos sedimentos podem permanecer retidos, porém as forcas
envolvidas nessa interacdo vdo depender das caracteristicas quimicas da agua e do
sedimento. Sua ressuspensdo na dgua pode representar um risco potencial para a salde
humana, devido aos sedimentos atuarem como reservatdrios para virus entéricos (de Flora
et al. 1975; Borchard et al. 2007; Xagoraraki et al. 2014).

No caso de virus zoondticos, a zona rural possui um ambiente favoravel, devido a
proximidade entre animais € humanos (Figura 6). De acordo com dados da CDC - One
Health, a cada ano, em todo 0 mundo, estima-se que as zoonoses causam 2,5 bilhdes de
casos de doencas e 2,7 milhdes de mortes. A transmissdo zoondtica, pode acontecer
diretamente, através do contato direto com o animal infectado, ou indiretamente, quando
sdo consumidos alimentos provenientes de animais infectados (consumo de carne ou
produtos carneos destes animais). O poder zoonético de alguns virus foi demonstrado
(como o virus da hepatite E transmitido pela carne suina), e tem sido suspeitado para
alguns outros virus, como Rotavirus (Huang et al. 2016; Bouseettine et al. 2020; CDC
2020).

Existem mais de 200 virus entéricos distribuidos na natureza e, de todos, 0s
comumente detectados no ambiente e que foram propostos como indicadores de
contamina¢do em ambiente aquético, incluem Enterovirus (EV), Rotavirus (RV), e
Adenovirus (HAdV) (Barardi et al. 2012; Lin & Ganesh 2013; Bouseettine et al. 2020).
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a) Enterovirus (EV)

Os virus do género Enterovirus pertencem a familia Picornaviridae e estdo entre
0s menores virus conhecidos. Possuem em seu genoma um RNA de fita simples (RNAfs)
de sentido positivo que estéd inserida em um capsideo icosaedrico de 20 a 30 nm de
diametro e ndo possuem envelope. E estruturado em quatro proteinas estruturais, VP-1 a
VP-4, sendo a VP-1 responsavel pela ligacdo do parasito a célula hospedeira. Ja foram
identificados mais de 300 tipos de EV e sdo classificados em 15 espécies (Figura 7). (Fong
& Lipp 2005; Tavares et al. 2005; Upfold et al. 2021).

Os Enterovirus humanos fazem parte de doze espécies, porém apenas quatro
(Enterovirus A-D), incluem virus que infectam o trato gastrointestinal. O género
Enterovirus foi inicialmente dividido por analises gendmicas, antigénicas e de
patogenicidade em subgrupos, tais como: Poliovirus, Coxsackievirus e Echovirus (Fong
& Lipp 2005; Comerlato et al. 2010; Salvador et al. 2020; Upfold et al. 2021).

Figura 7. Esquema ilustrativo do capsideo de Enterovirus, demonstrando as proteinas
VP1 a VP4. Adaptado de Viral Zone, 2008.

Tém sido encontrados em diferentes tipos de aguas subterraneas e superficiais.
Sao isolados em rios, esgoto, em agua de po¢os, agua marinha, dgua fresca, e 0 mais
importante pelo ponto de vista epidemiolégico, da dgua potavel, ap6s seu tratamento
convencional. A presenca do enterovirus é considerada pela OMS como sendo de alta
severidade e possivel de causar epidemias, ainda mais pelo fato de ser um frequente
causador de doencas habituais ou doencas mais graves, além de apresentar alta
infectividade. No ambiente, sdo estaveis em pH 3 a 10, e sdo sensiveis ao cloro e radiacdo
UV (Wyn-Jones & Sellwood 2001; Comerlato et al. 2010).
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Os enterovirus se multiplicam no trato gastrointestinal dos individuos infectados
e sdo excretados em altas concentracdes pelas fezes e por longos periodos (um més ou
mais). Assim, sua transmissdo € principalmente pela via fecal-oral e oral-oral, mas
também pode ser transmitido por contato direto com secrecdes oftalmicas e lesdes de
dermatites, além de aerossois. Seu periodo de incubacdo pode durar entre dois e trinta e
cinco dias, com uma média de sete a quatorze dias (Tavares et al. 2005; Comerlato et al.
2011; Health Canada 2019).

Embora possuam disseminacgéo universal, varios fatores, incluindo idade, sexo e
condicBes socioecondmicas tém efeitos previsiveis na dinamica das infecgdes (da Silva
et al. 2005). Sdo mais predominantes entre pessoas de baixo nivel socioeconémico, em
aglomerados populacionais onde as condicdes de higiene e salde sdo precarias (Rotbart
1995). Suas infeccBes tém o pico no verao e inicio do outono, o que coincide com a época
na qual as atividades recreacionais sdo mais frequentes, e logo apds vdo diminuindo o
namero de individuos afetados (Tavares et al. 2005; Comerlato et al. 2011).

Por mais que a maioria das suas infeccGes sejam assintomaticas, os EVs sdo
capazes de causar uma ampla variedade de doencas, como doenca da mao, pé e boca,
chamada assim pois é uma doenca febril aguda com erup¢do maculopapular na palma das
mdos e sola dos pés, com ou sem Ulceras vesiculares na boca, miocardite,
meningoencefalite, poliomielite e paralisia facial aguda, que tendem a ser mais graves em
recém-nascidos e individuos imunocomprometidos. No Brasil, a doenca de mao, pé e
boca ndo é de notificagdo compulsoéria, tornando escassos os dados de circulacdo de
genotipos e relato de agravos. Porém, os surtos da doenga devem ser notificados (Fong &
Lipp 2005; Comerlato et al. 2011; Tapparel et al. 2013; Mortari et al. 2018; Apostol et al.
2020; Upfold et al. 2021).

Dada a evidéncia de que EVs humanos podem ser comumente encontrados em
outras espécies de mamiferos, é possivel que EVs que circulam naturalmente em
populacbes de animais também possam infectar populacdes humanas. Com multiplos
genotipos, alta taxa de mutacdo e recombinacdo frequente, os EVs tém um potencial

consideravel para infecgdo entre diferentes hospedeiros (Fieldhouse et al. 2018).

b) Adenovirus (HAdV)
Os Adenovirus humanos sdo da familia Adenoviridae, e os 30% dos sorotipos que
infectam seres humanos estdo inclusos no género Mastadenovirus. Existem 60 sorotipos

de HAdV e estéo distribuidos em sete espéecies (A-G), sendo sua classificacdo baseada no
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perfil soroldgico das proteinas dominantes do capsideo. Os sorotipos 40 e 41 (espécie F)
sdo responsaveis pelos surtos de gastroenterites, principalmente em criancas, sendo a
terceira maior causa de gastroenterite na infancia depois de Rotavirus e Norovirus (Carter
2005; Jiang 2006; Barardi et al. 2012; Prado & Miagostovich 2014; Wobus & Svoboda
2018; Upfold et al. 2021).

Os sorotipos B, C, D e G também podem infectar através do trato gastrointestinal,
replicar-se e ser eliminados nas fezes. Todos estes sorotipos podem ser encontrados com
frequéncia em aguas contaminadas por fezes humanas (Jiang 2006; Barardi et al. 2012;
Wobus & Svoboda 2018; Upfold et al. 2021).

O HAdV possui 70 a 100 nm de didmetro, capsideo de simetria icosaédrica, ndo
possui envelope e confere um genoma de DNA de fita dupla (DNAfd). E formado por 11
proteinas, que sdo os polipetideos I, 111, Illa, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X e TP. Sete dessas
proteinas estdo no capsideo viral (11, 111, Illa, 1V, VI, VIII e 1X) e quatro estdo associadas
ao DNA(fd, no core viral (V, VII, X, TP). Seu capsideo é formado por 252 capsdmeros,
destes, 240 sdo do tipo hexon (polipeptideo I1) e formam as 20 faces do triangulo do
icosaedro e 12 sdo do tipo penton (polipeptideo I1I), que vao formar os vértices do
icosaedro (Figura 8) (Vellinga et al. 2005; Jiang 2006; Barardi et al. 2012; Wobus &
Svoboda 2018; Upfold et al. 2021).
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Figura 8. Representacdo esquematica da particula de Adenovirus. Fonte: Dreamstime,
2017.
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Nos Estados Unidos, desde 1998, o HAdV esté incluido na Lista de Candidatos a
Contaminacio de Agua Potavel (CCL) da Agéncia de Protecio Ambiental (EPA),
revelando que esses virus estdo potencialmente envolvidos em surtos de veiculacdo
hidrica. Séo transmitidos por via fecal-oral de forma prolongada e descontinua e se
disseminam em &guas de consumo, de recreacdo, na forma de aerossdis, alem de
alimentos contaminados e fémites. O periodo de incubacdo varia de 3 a 10 dias e séo
considerados um dos virus entéricos mais persistentes no ambiente. Possuem uma
prevaléncia maior em regides de clima temperado, entretanto, no Brasil e em outros paises
de clima tropical, o adenovirus veiculado pela &gua, tem sido detectado durante todos os
meses do ano (Fong & Lipp 2005; Tavares et al. 2005; Bosch 2007; Barardi et al. 2012;
Silva 2018; Girardi et al. 2019).

Possuem tropismo para variadas células e podem infectar varias mucosas,
causando mdaltiplas doencas, como no trato gastrointestinal (gastroenterites), respiratorio
(faringite, pneumonia e doenca respiratéria aguda), geniturinario (uretrite e cistite) e
superficies oculares (conjuntivite). Em menor frequéncia podem infectar o figado,
pancreas, miocardio e o sistema nervoso central. Sua infeccdo é mais incidentes em
criangas nas faixas etarias de 0 a 4 anos e insignificantes em adultos saudaveis (Carter
2005; Fong & Lipp 2005; Prado & Miagostovich 2014).

c) Rotavirus (RV)

Os virus do género Rotavirus pertencem a familia Sedoreoviridae, e apresentam
um didmetro de aproximadamente 70 a 100 nm. O genoma viral é constituido de 11
segmentos de RNA de fita dupla (RNAfd) e cada um desses segmentos codifica uma
proteina viral especifica, sendo seis dessas estruturais, chamadas de viral protein (VP) —
VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7 e seis ndo estruturais, as non structural protein (NSP)
— NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6. Possui um capsideo com simetria
icosaédrica, que é formado por trés camadas de proteinas: capsideo interno (core), onde
estd localizado seu genoma, formado pelas proteinas VP1, VP2 e VP3, a camada
intermediaria, formada pelo VP6, e a camada externa, que é formada pelo VP7 e VP4
(Figura 9) (Carter 2005; Barardi et al. 2012; Santos & Soares 2015; Upfold et al. 2021).

A partir de suas diferencas antigénicas e das diferengas da sequéncia da proteina
do capsideo VP6, os RVs sdo classificados em dez espécies (A-J), cujas espécies A, B, C
e H causam infecgdes no ser humano. O grupo A (RVA) € a causa predominante de

gastroenterite por RV e € ainda classificado em gendtipos 32 G e 47 P com base nas
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diferentes sequéncias que codificam as proteinas do capsideo exposto a superficie VP7
(antigeno G) e VP4 (antigeno P), respectivamente. Varias combinacGes G e P foram
identificadas, no entanto, os genotipos G1P (8), G2P (4), G3P (8), G4P (8), GOP (8) e
G12P(8) sdo mais comumente detectados em todo o mundo (Figura 9) (lturriza-Gomara
et al. 2004; Carter 2005; Barardi et al. 2012; Upfold et al. 2021).
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Figura 9. Representacdo esquematica da estrutura da particula de Rotavirus. Fonte:
Mossel et al. 2016.

Globalmente, € uma das principais causas de gastroenterite viral grave na
populacdo pediatrica, entre criancas menores que cinco anos, sendo 600.000 criangas
atingidas anualmente em todo 0 mundo, causando uma proporcao significativa de mortes
(29,3% em 2015). E transmitido por via fecal-oral e os pacientes contaminados excretam
0s virus em altas concentrac@es nas fezes. Contaminam a dgua ou alimentos e também
sdo transmitidos por contato pessoa a pessoa e através de objetos. Os RVs demonstram
grande resisténcia aos fatores ambientais e aos tratamentos fisico-quimicos utilizados
para o tratamento de agua para abastecimento e o tratamento de esgoto (Meng et al. 1987;
Estes & Kapikian 2007; Barardi et al. 2012; Upfold et al. 2021).
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Surtos por RV sdo relacionados a individuos que habitam e frequentam
comunidades fechadas como creches, escolas, casas de repouso e hospitais, servindo
como locais de infec¢do. Alguns individuos apresentam sintomatologia leve mas, em
outros, a infeccdo pode se tornar grave, levando a desidratacdo e até mesmo a morte. Os
principais sintomas séo febre, vomito e diarreia frequentes (Carter 2005; Barardi et al.
2012). A introducdo de vacinas contra o Rotavirus conseguiu reduzir significativamente
0 numero de casos de gastroenterites com diarreia e mortes em alguns paises da América
Latina, América do Norte, Europa e na Australia, sendo o Brasil um dos pioneiros na
introducdo da vacina RV-A em seu Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) (Barardi et
al. 2012).

1.4  EPIDEMIOLOGIA DAS DOENCAS DE VEICULACAO HIDRICA

A agua segura e facilmente disponivel é importante para a satide publica. E capaz
de fornecer diversas aplicacdes econdmicas, sendo ela matéria prima em industrias, na
agricultura, insumos, uso domeéstico, praticas de esporte, lazer e geracdo de energia. A
gestdo inadequada de aguas residuais urbanas, rurais, industriais e agricolas significa que
a agua potavel de centenas de milhGes de pessoas esta perigosamente contaminada ou
quimicamente poluida (de Andrade & de Barros 2019; OMS 2019).

A insuficiéncia de saneamento e tratamento de agua, ou mesmo a sua
vulnerabilidade em estrutura, eficiéncia e qualidade, pode causar um quadro de tragédia
com aumento atipico de doencas, principalmente as de origem hidrica, tendo como
exemplo, a diarreia, que é responsavel por aproximadamente 1,4 milhGes de mortes anuais
em todo o mundo. Os patgenos entéricos causadores de doencas hidricas podem estar
nas aguas por meio de entradas de esgoto bruto e tratado, defecacdo a céu aberto,
escoamento em terra e por lancamento de residuos (Boehm et al. 2019; Ferreira et al.
2021).

E visto que cada dispensa por doencas como diarreia ou vomito apresenta uma
perda de produtividade média maior que trés dias Uteis (no total, foram quase 50 milhdes
de dias de trabalho ou R$870 milhdes, de custo de horas ndo trabalhadas, em 2013).
Outros dados levantados em 2013, mostram que a diarreia e vémito causaram 14 milhdes
de casos de baixa por doenca, dos quais 340 mil casos foram internados no hospital (cerca
de R$ 121 milhdes para o sistema nacional de saide). Dessa maneira é facil concluir que
o0 tratamento da &gua e as melhores condi¢es de saneamento previnem efetivamente a

proliferacdo de doencas de veiculacdo hidrica (Ferreira et al. 2021).
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Tem-se que 17 a 25% da popula¢do mundial ndo tenha acesso a 4gua potavel, e
que ambientes aquéaticos contaminados sdo responsaveis por causarem 88% das mortes
por diarreia (Haramoto et al. 2011). Conforme a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
globalmente, existem cerca de 1,7 bilhdo de casos de doencgas diarreicas que ocorrem na
infancia (menores de 5 anos de idade) a cada ano, o que resulta em uma estimativa de
525.000 mortes de criangas por ano (Jagai & Naumova 2018). As doencas de transmisséo
fecal-oral foram responsaveis por mais de trés quartos das internacGes hospitalares
causadas por servicos de agua e saneamento inadequado na primeira década do século 21
(Ferreira et al. 2021).

No Brasil, entre os anos de 2000 e 2010, ocorreram 22.933 mortes de criancas
menores de 5 anos em consequéncia das doencas diarreicas (80,3% em menores de 1 ano)
e 1.209.622 internacBes (62,6% entre 1 e 4 anos). Em 2009, os indices de mortalidade
causados por doenga diarreica, na faixa etaria entre as criangcas menores de 1 ano, foram
classificados em microrregides. Os maiores indices de mortalidade estavam localizados
nas Regides Norte e Nordeste, que mostraram, respectivamente, cinco e quatro vezes mais
Obitos que na Regido Sul (Miller et al. 2017).

De acordo com o Ministério da Saude, no periodo 2006 a 2009 no Brasil, 0
Rotavirus teve uma representatividade de 30% do total de casos de doencas diarreicas
agudas (DDAs) em relacdo aos outros virus entéricos. Entre as regibes do pais, a
prevaléncia da causa de DDASs por Rotavirus foi de 35% dos casos na Regido Norte, 26%
dos casos na Regido Nordeste e 21%, 17% e 20% dos casos de DDAs nas regides Centro-
oeste, Sudeste e Sul, respectivamente (BRASIL 2009).

Os Rotavirus humanos demonstram um padrdo sazonal que é uma particularidade
para sua epidemiologia. A dificuldade em encontrar uma associacao entre a doenca por
rotavirus e fatores climaticos, geograficos, econdmicos ou comportamentais esta
relacionada ao fato de que a maioria das atividades e condi¢es humanas esta
intrinsecamente ligada ou afetada pelo clima. Outro aspecto desafiador das explicagdes
das descobertas de um padrdo sazonal do rotavirus é que, os estudos feitos que
pesquisavam a prevaléncia de rotavirus eram bastante limitados em muitas regifes do
mundo e o desenho dos estudos eram amplamente variaveis, além de diferentes usos de
ensaios laboratoriais e relatorios de dados (Patel et al. 2014).

Sua infecgdo em climas temperados ocorre nos meses mais frios e secos do ano
(outono e inverno) e, a infeccdo em climas tropicais, acontece distribuida da mesma forma

ao longo do ano. No Brasil, cada regido demonstra um tipo de variedade sazonal. Nos
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Estados das regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste acontece o0 aumento de incidéncia entre
0s meses de maio a setembro (periodo mais frio e seco) e no Norte e Nordeste do pais, 0s
episddios de RV se distribuem de maneira uniforme durante o ano todo (Costa et al. 2016;
Luchs & Timenetsky 2016).

O sistema de vigilancia em unidades sentinelas de doencas de transmissdo hidrica
ou alimentar inclui os agravos: Rotavirus, Doenca Diarreica Aguda (DDA) e Sindrome
Hemolitica Urémica. Em Goias, a Vigilancia Epidemiolégica Ampliada para Rotavirus
foi implantada no ano de 2007, criando cinco Unidades Sentinelas para Rotavirus.
Atualmente, no Estado, estdo em funcionamento duas Unidades Sentinelas, que séo:
Hospital Materno Infantil de Goiania (HMI) e Centro Municipal de Satde Dr. Serafim de
Carvalho (SESGO 2014).

Em 2010 no Estado de Goias, houve um surto de rotavirus, atingindo 24
municipios, com 207 casos notificados, 124 confirmados laboratorialmente e um 6bito,
registrado no municipio de Goiania. Em 2011, foram notificados 60 casos suspeitos e
nenhum confirmado no SINAN. Recomendada como prioridade pela OMS em 2013, a
vacinacdo contra o0 Rotavirus, levou a diminuicdo dos casos de mortalidade em criancas,
porém ainda é estimado que as rotaviroses sdo capazes de causar mais de 200 mil mortes
por ano de pessoas de todas as idades (SESGO 2014; Arakaki et al. 2021).

Quando baseada nas manifestacdes clinicas, a infeccdo por gastroenterite
adenoviral ndo é facilmente distinguivel de outras gastroenterites e € menos prevalente
que as infeccdes por rotavirus. O pico da ocorréncia da infec¢do pelo HAdV ocorre em
lactentes e criangas entre 6 meses e 5 anos de idade. Aos 5 anos, 70% a 80% das criancas
tém anticorpos neutralizantes para HAdV 1 e, 50% para HAdV tipo 5. Sdo a causa de 2%
a 15% das doencas diarreicas agudas em criancas, ocorrendo frequentemente em criancgas
menores que 4 anos. Possuem uma predilecdo na populagdo pediatrica, pois as criancas
passam a maior parte dos seus dias em ambientes fechados, como orfanatos, creches e
escolas. Sua transmissdo e doenca clinica associadas podem ser esporadicas ou
epidémicas, sendo o padréo correlacionado com o tipo de HAdV e idade da populacéo

que esta sujeita a infeccdo (Shieh 2022).

1.5 DETECCAO DOS VIRUS ENTERICOS
A cultura celular foi o0 método mais empregado para detectar e isolar virus
entéricos infecciosos, nas primeiras pesquisas sobre a ocorréncia dos virus em ambiente

aquatico. Métodos como fixacdo de complemento, ensaio imunoenzimatico e
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radioimunoensaio, também eram utilizados para detec¢cdo viral nas amostras clinicas,
porém eram caros e ndo possuiam sensibilidade para detecta-los em amostras de agua
(Fong & Lipp 2005). Técnicas desenvolvidas em biologia molecular possibilitaram o
crescimento da Virologia Ambiental, pelo fato de a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) ser uma técnica mais rapida, barata, e mais especifica que o0 método de deteccao
por cultura de células (Haramoto et al. 2005).

O desenvolvimento de técnicas, como a PCR em tempo real (qPCR),
proporcionam a deteccdo e quantificacao, ciclo a ciclo, da intensidade de fluorescéncia
emitida devido a amplificacdo da sequéncia de DNA-alvo em uma amostra, realizada in
vitro, com elevada especificidade e sensibilidade. O método é fundamentado em um ciclo
térmico, que envolve a desnaturacdo do DNA molde, ligacdo de oligonucleotideos (ou
iniciadores) e extensdo da cadeia através da DNA polimerase. A escolha certa da
sequéncia dos oligonucleotideos € muito importante para 0 sucesso da técnica
(Nascimento et al. 2010; Tajadini et al. 2013; Coelho 2020).

Logo apos a coleta das amostras de dgua, para a realizacao da analise utilizando a
gPCR sdo necessarias etapas prévias de processamento das amostras: concentracdo do
virus (filtracdo, centrifugacdo etc) e extracdo do material genético. Apds a extragdo dos
acidos nucleicos, este é colocado junto a uma mistura com uma solugdo tampéao e outros
componentes, que permitem um ambiente quimico adequado para a reacdo e estabilidade
da DNA polimerase. Em seguida, o &cido nucleico sera amplificado quando a mistura for
colocada em um termociclador, que faz ciclos de temperaturas pré-definidos (Coelho
2020).

O material genético sera amplificado por meio de trés passos fundamentais.
Primeiro ocorre a desnaturacao daquele DNA na amostra, que por meio da acédo do calor,
separa as ligacdes de hidrogénio entre as bases complementares. Nesta etapa a enzima
DNA polimerase € ativada para a replicacdo. O segundo passo é o emparelhamento dos
oligonucleotideos por meio de ligacdes de hidrogénio ao DNA alvo de cadeia simples.
Quando estes iniciadores possuem baixa especificidade existe maior probabilidade de
ligagces indesejaveis em locais inespecificos do DNA molde. E o ultimo passo, a extensdo
da fita (Figura 10) (Coelho 2020).
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Figura 10. Amplificacdo por gPCR. Adaptado de ATT Bioquest©.

S&o diversas as especificacdes comercialmente existentes para os instrumentos
disponiveis para realizacdo da qPCR, sendo eles, diferentes formatos de sondas de acidos
nucleicos aplicaveis, comprimentos de onda de excitacdo e deteccdo de fluoroforos
especificos, 0 nUmero maximo de amostras por corrida, volumes de reacdo e tempos de
termociclagem. Em relacdo aos reagentes de amplificacdo, ha dois sistemas precursores,
SybrGreen® e TagMan® (Figura 11) (Nascimento et al. 2010; Tajadini et al. 2013).

24



Marcador inespecifico: Marcador especifico:
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Figura 11. Diagramas esquematicos dos ensaios SybrGreen® e TagMan® durante
procedimentos de qPCR. Adaptado de Cao et al. 2020.

SybrGreen® é um corante que emite fluorescéncia por possuir uma ligacao
altamente especifica quando se liga ao DNAfd, detectando o produto da PCR conforme
se acumula na reagdo. As sondas TagMan®, sdo sondas de hidrolise de oligonucleotideos
de DNA duplamente marcados com fluor6foros especificos da sequéncia-alvo,
proporcionando um desempenho alternativa para o problema da especificidade. Cada um
destes sistemas apresenta vantagens e desvantagens (Nascimento et al. 2010; Tajadini et
al. 2013).

1.6 VIRUS X BACTERIAS INDICADORAS DE CONTAMINACAO

Para se ter um microrganismo indicador de contaminagéo fecal ideal, ele deve
estar associado a uma fonte de patdgenos e ser ausente em areas ndo poluidas, estar
presentes nas fezes de humanos e animais em grande numero, ndo crescer em aguas
naturais ou nos sistemas de distribuicédo, deve ocorrer em densidades mais elevadas do
gue os patdgenos e ser detectado por procedimentos simples, rapidos e baratos. Além
disso, deve possuir a mesma resisténcia a inativacdo natural e artificial do que patdégenos

e principalmente néo ser patogénico (Bosch 1998; Lin & Ganesh 2013).
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Para a anélise ou o monitoramento da qualidade da agua potavel, sdo utilizados
indicadores bioldgicos especificos. Os organismos indicadores comumente usados sdo
coliformes totais e/ou Escherichia coli (Lin & Ganesh 2013). A Legislacdo Brasileira
dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para
consumo humano e seu padrdo de potabilidade, que define que a 4gua potéavel deve ser
ausente de coliformes totais e/ou E. coli a cada 100 mL de amostras analisadas (BRASIL
2017). A legislacdo também recomendava a inclusdo do monitoramento de virus entéricos
nos pontos de captacdo de A&gua provenientes de mananciais superficiais de
abastecimento. No entanto, a nova Portaria GM/MS n° 888 de 4 de maio de 2021, que
altera 0 Anexo XX da Portaria de Consolidagéo n° 5, retirou a recomendagéo (BRASIL
2017; BRASIL 2021).

Apesar da presenca de E. coli ser considerada um indicador adequado e especifico
de poluicéo fecal e os coliformes totais terem um padréo de sobrevivéncia semelhante ao
de patégenos bacterianos, nem sempre indicam a presenca de outros patégenos no
ambiente, sendo, portanto, a deteccdo de virus no ambiente recomendada, pois as
bactérias indicadoras, normalmente utilizadas para esta finalidade, nem sempre podem
ser relacionadas com a presenca dos virus, que também sdo mais persistentes e estaveis
do que bactérias (Rigotto et al. 2010; Lin & Ganesh 2013).

Muitas vezes ha a falta de correlacéo entre os indicadores bacterianos e virus em
amostras de agua, ja que os testes podem reproduzir resultados falsos-positivos e falsos-
negativos, seja quando o indicador bacteriano esta presente na dgua e o virus ausente ou
vice-versa. Ao contrério dos indicadores bacterianos utilizados, a maioria dos virus
entéricos sao especificos do hospedeiro, se reproduzindo somente em células vivas, sendo
assim capazes de rastrear a fonte primaria de contaminacdo fecal em um determinado
ambiente e ndo fazem parte da microbiota natural. A persisténcia da infectividade dos
virus e sua alta concentracdo quando sdo excretados pelas fezes, entre outras
caracteristicas como possuem maior resisténcia a fatores ambientais, como pH, variacdes
de temperatura e salinidade, impossibilita a utilizacdo do perfil bacteriolégico na
avaliacdo da presenca viral na dgua. Os virus também resistem a processos fisicos e
quimicos no tratamento de agua, ao contrario dos indicadores bacterianos convencionais
(Bosch 1998; Faccin-Galhardi et al. 2013; Lin & Ganesh 2013; Staggemeier et al. 2015;
Pachepsky et al. 2016).

O grupo de virus selecionados para serem indicadores de polui¢do fecal na agua,

deve seguir a maioria das seguintes caracteristicas: a) ter alta circulacdo na populagéo
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e/ou estabelecer um modelo de infecgéo persistente no hospedeiro (permitindo a detecgéo
do virus durante todo o ano); b) ser excretado por um hospedeiro especifico (para
caracterizar a fonte de contaminacdo do meio aquatico); ¢) informar a presenca de virus
infectante; d) demonstrar a presenca de outros virus patogénicos humanos em niveis em
que o risco de doenca pode ocorrer (Masachessi et al. 2020).

Desse modo, 0 monitoramento da dgua de consumo com contaminantes fecais
constitui uma importante medida de prevencao as doencas que afetam a saude publica.
Logo, alem dos indicadores bacterianos comuns, os Adenovirus, Enterovirus e Rotavirus
sdo importantes patégenos de veiculagdo hidrica, que também podem ser usados como
indicadores de contaminacgdo. Sdo detectados em diversos tipos de fontes de agua para
consumo em todo mundo e pertencem a Lista Cinco de Contaminantes Candidatos da
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, que compreende contaminantes que
ndo estdo regularizados como critério de analise, mas que apresentam grande prevaléncia
em aguas contaminadas por residuos fecais (Rigotto et al. 2010; La Rosa et al. 2012;
Girardi et al. 2019; Upfold et al. 2021).

1.7 OPQOES ALTERNATIVAS PARA O TRATAMENTO DE AGUA NAS
COMUNIDADES RURAIS E REMO(;AO DOS VIRUS ENTERICOS NA
AGUA
Segundo o Artigo 24, do Anexo XX da Portaria de Consolidacdo n°5/GM/MS,

2017, toda &gua para consumo humano, fornecida coletivamente, devera passar por

processo de desinfeccdo ou cloracdo, e as dguas provenientes de manancial superficial

devem ser submetidas ao processo de filtracdo, antes da desinfeccdo. Porém, somente

cerca de 84,1% dos brasileiros consomem agua tratada (BRASIL 2017; SNIS 2021).

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA),
0s Vvirus entéricos transmitidos pela dgua tém sido considerados significantes poluentes
emergentes. Como os virus entéricos sdo transmitidos pela via fecal-oral, o tratamento da
agua deve impedir a liberagdo de virus na dgua potavel (Xagoraraki et al. 2014; Ibrahim
et al. 2021). As fontes de agua que serdo utilizadas como agua potavel, para garantir sua
qualidade, devem ser obtidas de locais afastados de possiveis contaminacdes. O
tratamento convencional &€ composto pelo tratamento da dgua bruta a partir do processo
de aplicacdo de coagulantes na etapa de mistura rapida, seguindo de uma etapa de mistura
lenta, para a formagdo de flocos mais densos, para consecutiva sedimentacéo (Di
Bernardo & Paz 2008; dos Santos et al. 2021).
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Ap0s esta etapa, a dgua seguira para uma unidade de filtracdo descendente com
material filtrado de granulometria apropriada e por fim passara pelo processo de
desinfeccdo, realizado com o a adi¢éo do cloro. Seu principal beneficio esta na eficiéncia
da eliminacdo de possiveis patogenos, além da remocdo da turbidez e cor que estdo
presentes na agua de consumo. No entanto, torna-se invidvel para pequenas comunidades,
pois apresenta elevado custo para implantagdo, sendo necessario o desenvolvimento de
tecnologias alternativas, de baixo custo e facil operacdo, que irdo disponibilizar agua
potavel para a populacdo (Di Bernardo & Paz 2008; Paterniani 2017; dos Santos et al.
2021).

O tamanho dos virus é de grande importancia ao considerar sua remog¢do no
tratamento da agua. O tamanho reduzido dos virus (na ordem de nanémetros), fazem com
que consigam atravessar pela técnica de filtracdo, e sdo capazes de se adsorverem as
particulas suspensas, se comportando como particulas maiores, devido a sua éarea de
superficie muito alta em relacdo ao seu volume, além de uma carga negativa (que esta
associada ao ponto isoelétrico do virus), que dependem da cepa e do tipo do virus. Logo,
a eficiéncia das etapas de coagulacdo, sedimentacao e filtracdo, sera importante para a
remocao dos virus. A associacao dos virus as particulas auxilia na sua remocéo, inibindo,
porém, a sua desinfeccdo, sendo que o efeito contrario ocorre para os virus livres. No
entanto, a desinfec¢do permanece como a barreira final para os virus (Springthorpe &
Sattar 2007; Ghernaout 2020).

A filtracdo lenta, por ter simples construcdo, operacdo e manutencao, é ideal para
pequenas comunidades ou regiées com poucos recursos técnicos e financeiros. E um dos
primeiros sistemas de tratamento de dgua a serem utilizados. Além de produzir menos
quantidade de lodo, que pode ser utilizado na agricultura. Ndo necessita do uso de
coagulantes ou qualquer tipo de produto quimico, além de ndo precisar de méo de obra
qualificada para sua operacgdo (Paterniani 2017).

A utilizacdo de métodos como, o método de desinfeccdo solar (SODIS) e de
pasteurizacdo solar (SOPAS) sdo alternativas viaveis e sustentaveis que usam a radiagdo
solar para o tratamento microbioldgico da agua. O SODIS consiste na exposi¢do da agua
em garrafas transparentes, onde a luz solar possa atravessa-las, por um periodo de seis
horas. Neste método a agéo dos raios ultravioletas (UV-A), atuam como desinfetante na
inativacdo microbiana e eliminagcdo de microrganismos através do aquecimento de dgua
a partir da radiagdo infravermelha (ondas acima de 700 nm). J& a pasteurizacdo solar

(SOPAS) é um método onde a agua € mantida em uma temperatura de 60° a 70°C, por
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mais de uma hora. N&o € necessario neste modelo a fervura da agua, reduzindo o consumo
de energia durante o tratamento e possibilitando a utilizacéo da energia solar no processo
(Cerqueira et al. 2019; dos Santos et al. 2021). O capsideo viral, &cidos nucleicos e
enzimas responsaveis pela replicacdo dos virus sdo danificados quando presentes em altas
temperaturas, impedindo a adsorcao do virus ao seu hospedeiro (Fong & Lipp 2005).

Outro sistema que pode ser utilizado em comunidades rurais € a filtracdo em
maultiplas etapas (FIME). Este sistema propicia dgua filtrada com baixa turbidez e sem a
presenca de impurezas e microrganismos patogénicos, pois seu funcionamento é divido
em etapas com remocéo gradativa de impurezas e atenuacao de picos de concentragéo de
solidos suspensos. Possui tecnologia de simples construcdo e baixo custo de instalacdo
(Franco 2010).

Entre as técnicas alternativas para desinfeccdo da agua, tem-se o Clorador
Embrapa. E um aparelho muito simples, barato e de fcil instalacio para clorar a agua do
reservatorio (caixas d’agua) das residéncias rurais. A cloragdo ainda ¢ a tecnologia mais
barata e ndo necessita de manutencdo ou treinamento especializado para a aplicacao.
Indica-se utilizar o cloro granulado, do tipo hipoclorito de calcio 65%. O aparelho pode
ser montado pelo proprio usuério, devendo ser instalado entre a entrada de captagdo de
agua e o reservatorio da residéncia. Possui efeito comprovado na eliminacdo de
microrganismos e nao afeta o sabor da dgua (Silva 2014).

O processo de cloracdo também é responsavel pela inativacdo viral (torna os virus
ndo-infecciosos para 0 hospedeiro, mesmo se estiverem presentes na agua tratada).
Indica-se a cloragdo, pois o cloro vai atuar na oxidagdo de materiais celulares do
microrganismo alvo. O tempo de contato e a dose do cloro sdo essenciais para a remocao
do virus. Quanto maior a dose e o tempo, maior a eficacia na remocao. Concentracdes de
3,75 a 6,26 mg/l, normalmente utilizados para tratar agua potavel, sdo eficazes na
inativacdo de poliovirus, rotavirus e bacteriéfago F2 (Faccin-Galhardi et al. 2013;
Xagoraraki et al. 2014).

A utilizagdo da radiacdo ultravioleta (UV) surgiu por volta do século 20 e, devido
a cloragdo possuir custo menor, inviabilizou o seu uso. E possivel ser utilizado em
comunidades rurais, por ser um processo que nao necessita de armazenamento de
produtos toxicos, perigosos ou corrosivos, manipulagéo e transporte. Possui eficiéncia na
inativacdo de microrganismos, ndo ha efeito residual danoso ao homem, é de facil
operagao e requer menores tempos de contato, quando comparada a outros desinfetantes.

Seu custo é em fungdo do modelo de reator adotado, lampadas a serem utilizadas,
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capacidade de tratamento, consumo de energia, produtos quimicos utilizados na limpeza
das lampadas, reparos em equipamentos e substituicdo de lampadas e reatores (Follmann
et al. 2018).

A desinfeccéo viral através da luz UV depende do tipo de lampada UV. Lampadas
com pressdao meédia atingem inativacBes maiores quando comparadas as lampadas de
baixa pressdo com a mesma intensidade. A irradiagdo UV penetra nas estruturas celulares,
danifica o0 material genético e interfere na reproducdo celular. O adenovirus humano é
bastante resistente a inativacdo por luz UV, porém altas doses podem aumentar sua
inativacdo (Xagoraraki et al. 2014).

A FUNASA, com a finalidade de proporcionar um tratamento de &gua
simplificado, desenvolveu o SALTA-z (Solugdo Alternativa de Tratamento de Agua, 0 z
refere-se a zedlita, 0 mineral-chave da proposta). E um sistema que simplifica todas as
etapas do tratamento convencional. Ela se difere de outros modelos ao utilizar a ze6lita
como meio filtrante. A ze6lita € um mineral natural proveniente de cinzas vulcanicas,
com poros menores que dois nandmetros de didmetro, tornando-a totalmente adsorvente.
Quando os virus sdo atraidos até elas, se aderem em sua superficie. Sua utilizacdo permite
a remocao de ferro, manganés e outros metais pesados, amonia, cloroaminas, matéria

organica, proteina e lipidios (CNM 2019).
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2 JUSTIFICATIVA

Considera-se que a saude ndo se defina somente pela auséncia de doenca, mas,
tem como fatores determinantes e condicionantes: a moradia, o transporte, a educacao, o
meio ambiente, a alimentacéo, o trabalho, o lazer, o acesso a bens e servigos essenciais,
além do saneamento basico. A saude dos individuos depende das acbes setoriais, com
destaque no saneamento e no meio ambiente, sendo necessaria a obrigatoriedade do
Estado em exercer essas condi¢des ao publico (BRASIL 2015; de Andrade & de Barros
2019).

Segundo a Organizacdo das Nagbes Unidas (ONU), um total de 4,5 bilhdes de
pessoas no mundo, ndo possuem saneamento basico seguro, e uma a cada trés pessoas
ndo tém acesso a 4gua potavel em suas casas, deixando um total de 2,2 bilhdes de pessoas
sem agua tratada (ONU 2017; dos Santos 2021). Essa situacdo tornou-se tdo alarmante
que em 2015 os Estados-membros da ONU adotaram os 17 Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), que devem ser cumpridos até 2030, como um
projeto para tentar tornar o mundo mais justo. Os ODS s&o um apelo global a agdes para
acabar com a pobreza, proteger 0 meio ambiente e o clima. Em particular a ODS nimero
seis busca assegurar a disponibilidade e gestdo sustentavel da agua e saneamento para
todos. Seu principal objetivo € que, até 2030, deve ser alcancado 0 acesso universal e
equitativo a agua potavel e segura para todos (BRASIL 2020; Taing et al. 2021).

Devido ao réapido crescimento populacional, urbanizacdo e pressao crescente da
agricultura, industria e setor de energia, a demanda por agua cresce cada vez mais. Ma
gestdo e extracdo excessiva, uso indevido e contaminacdo de agua doce e subterranea
aumentam o estresse hidrico e danificam os ecossistemas relacionados a agua. A
proporcdo da populacdo mundial que usa servicos de agua potavel gerenciados com
seguranca aumentou de 70% em 2015 para 74% em 2020. E necessaria uma ac&o urgente
para mudar a tendéncia atual e no ritmo atual de progresso, caso o contrario, a cobertura
para agua potavel alcancgara 81% até 2030, ndo cumprindo a meta e deixando 1,6 bilhdo
de pessoas sem abastecimento de agua potavel administrado com seguranga (SDG 2022).

As areas rurais brasileiras, continuam sendo as mais prejudicadas em termos de
infraestrutura e saneamento basico. Apenas 64,6% possuem em suas residéncias alguma
rede de abastecimento de 4gua adequada conectadas as suas casas e 67,2% da populacao
rural capta 4gua de chafarizes e pocos, sendo eles protegidos ou ndo, em cursos de agua

que ndo dispdem de tratamento, e em outras fontes geralmente insalubres. Em relagéo ao
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acesso a esgotamento sanitéario, 66,5% dos domicilios rurais tem como escoadouro das
fossas rudimentares, as valas e corpos hidricos e somente 5,2% possuem rede coletora de
esgoto. (IBGE 2010; FUNASA 2011).

Nestas comunidades, o conceito de One Health (Sadde Unica), uma abordagem
nova e com o objetivo de alcancar resultados de saude ideais para todos, através da
integracdo e equilibrio da saude humana, salde animal e a salde ambiental, pode
enfrentar problemas como: vazamento de fossas sépticas, aplicacdo no solo de biossolidos
derivados de aguas residuais humanas ndo tratadas e aguas superficiais 0 escoamento de
estrume espalhado e utilizado como adubo durante a producgéo agricola, e fontes de 4gua
mal ou totalmente desprotegidas. Tudo isso pode estar contribuindo para a contaminagao
da agua com virus entéricos, afetando os individuos e animais que consomem destas
fontes, além da poluicdo do meio ambiente com estes patogenos (Bofill-Mas et al. 2013;
Fornari et al. 2020; Pang et al. 2021).

Goiés possui 90,3% da sua populacdo em areas urbanas e 9,7%, em rurais (Lopes
& da Silva, 2013), entre as comunidades rurais temos os Assentamentos, Quilombolas e
Ribeirinhas, onde 115 destas comunidades sdo acompanhadas pelo projeto SanRural -
Saneamento e Salde Ambiental em Comunidades Rurais e Tradicionais de Goias, para
promover conhecimento acerca das condi¢cdes de saneamento e salde ambiental em
comunidades rurais e tradicionais. A partir da abordagem da Satde Unica para combater
doencas virais relacionadas a agua, a realizacdo de trés etapas é apropriada e pode ser
realizada nas comunidades rurais do Estado de Goias (O’Brien & Xagoraraki 2019;
Fornari et al. 2020).

O primeiro passo € encontrar o problema, que no presente estudo sdo as fontes de
agua utilizadas pelos moradores de comunidades rurais que podem estar contaminados
por virus. O segundo passo é usar esses resultados, através de publicacdes, para orientar
as decisdes e aprimorar as préaticas cotidianas, visando minimizar os impactos negativos.
E a etapa final é projetar procedimentos de intervencdo. Metodologias descentralizadas e
inclusivas de tratamento de agua acessiveis a estas comunidades como discorridas na
introdugdo e ao longo da discussdo do trabalho podem melhorar a saude dos seres
humanos, dos animais e do meio ambiente (O’Brien & Xagoraraki 2019; Fornari et al.
2020).

Diante do exposto, e considerando que a maior parte do fornecimento de dgua para
consumo, uso doméstico, e até mesmo para a agricultura familiar das comunidades rurais,

é obtida a partir de fontes individuais e coletivas, como mananciais superficiais e
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subterraneos, que podem estar contaminados, o estudo através da metodologia de
concentracdo do material viral nas amostras de agua e identificagdo dos indicadores virais
se faz necessario para servir como prevencao, alerta e conscientizacdo a populacao rural
sobre 0 uso correto desses recursos, e para o0 conhecimento sobre os principais patégenos
que podem estar presentes nessas aguas, que ja foram encontrados nos trabalhos do grupo
de pesquisa como os de Gama et al. (2019) e Lima et al. (2021), e que sdo prejudiciais a
salde.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
. Detectar os indicadores virais de contaminacdo fecal em amostras de
fontes de agua utilizadas para o consumo em comunidades rurais no interior do estado de

Goiés.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Pesquisar a presenca de Adenovirus (HAdV), Enterovirus (EV) e
Rotavirus do grupo A (RV);

. Quantificar a possivel carga viral em determinada concentracdo amostral;

. Analisar a associacdo entre as Fontes de dgua utilizadas para coleta e a
presenca de virus entéricos, e analisar estatisticamente a sensibilidade e especificidade do

reagente de amplificacéo.
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4 METODOS

Um esquema da metodologia geral utilizada no trabalho pode ser resumido pela figura
12.

Coleta das amostras Concentracao viral
de agua

|
'.—‘ Memprana filtrante

qPCR e RT-gPCR

Extracido do material

SybrGreen® i genético
TagMan® .
)
—
S
b

Figura 12. Esquema geral da metodologia utilizada no trabalho: coleta das amostras de
agua, concentracdo viral, extracdo do &cido nucleico e analise molecular (qQPCR e RT-
gPCR).

Os detalhes de cada abordagem s&o explicados a seguir:

4.1  LOCAL E POPULACAO DO ESTUDO

O estudo foi realizado a partir de amostras coletadas em fontes coletivas e
individuais em comunidades rurais e tradicionais de diferentes municipios do Estado de
Goias (Figura 13). As comunidades de Assentamento, Quilombolas e Ribeirinhas, seus
municipios, e as coordenadas geograficas dos respectivos pontos de coleta, que fizeram

parte da pesquisa, estdo detalhados na Tabela 1.
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Tabela 1. Localizagdo dos pontos de coleta das amostras.

Municipio Comunidade Latitude Longitude

A i : -18,1452 -48,8474
Agua Limpa Avrraial da Ponte 181459 o5

Posse Baco Pari 14,1356 -46,4452

-14,0932 -46,3518

-14,9767 -46,6511

-14,9924 -46,6497

-14,9758 -46,6453

-15,004 -46,6427

-14,9888 -46,6488

-14,978 -46,6296

i4 -14,9776 -46,6292

Flores de Goias Canabrava 149767 466443

-14,9711 -46,6428

-14,9433 -46,6495

-14,978 -46,6279

-15,0004 -46,6138

-15,024 -46,6424

-14,9887 -46,6973

-14,4894 -46,6614

-14,4926 -46,6901

Simolandia Castelo Retiro Trés Rios 14,4508 -46,7039

-14,4048 -46,6791

-14,4056 -46,7063

-14,4278 -46,6292
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Municipio Comunidade Latitude Longitude
-14,0505 -46,6489

-14,0479 -46,6462

-14,0498 -46,6463

-14,0504 -46,6462

-14,0499 -46,647

-14,0501 -46,6485

laciara Extrema -14,0501 46,6488
-14,0498 -46,6487

-14,0494 -46,6475

-14,0501 -46,6494

-14,05 -46,6501

-14,0512 -46,6553

-14,049 -46,6568

-14,0493 -46,6555

-14,8857 -47,3094

. 1 ox . -14,3113 -47,299
S&o Jodo da Alianga Forte 143087 472878
-14,3028 -47,2955

-15,2939 -49,3196

-15,2834 -49,3151

-15,2932 -49,3225

-15,2909 -49,3194

-15,2725 -49,3172

-15,2732 -49,3123

Goianésia Itaja 2 -15,2731 -49,3113
-15,274 -49,3052

-15,2883 -49,3227

-15,2817 -49,3189

-15,2964 -49,3123

-15,2956 -49,3146

-15,2905 -49,3243

-16,5562 -48,4571

-16,5532 -48,4576

-16,5538 -48,4685

-16,5568 -48,4676

-16,5588 -48,4687

Silvania Jodo De Deus -16,5532 -48,4733
-16,5496 -48,4723

-16,5513 -48,4745

-16,5778 -48,4559

-16,5562 -48,4746

-16,5579 -48,4665
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Municipio Comunidade Latitude Longitude
-13,0077 -49,9277
-13,009 -49,9301
-13,0106 -49,9429
-12,9998 -49,9446
-13,0049 -49,9402
-13,0005 -49,9346
Sao Miguel do -13,0023 -49,9283
Aragguaia Lageado 12,9866 49,9284
-12,9933 -49,9444
-12,9994 -49,9495
-13,0025 -49,9585
-13,0063 -49,9582
-13,0123 -49,9509
-13,0065 -49,945
-13,9415 -50,8338
-13,9333 -50,8395
-13,9227 -50,8374
-13,9291 -50,8378
-13,9298 -50,8377
-13,9251 -50,8374
Nova Crixas Landi -13,9415 -50,8335
-13,942 -50,831
-13,9243 -50,8374
-13,9391 -50,8418
-13,9364 -50,8402
-13,9258 -50,8385
-13,9258 -50,8385
-16,2939 -48,6408
. ), -16,2927 -48,6402
Gameleira Olho d’agua 1162047 48 641
-16,2917 -48,6468
-13,4408 -47,2014
-13,4206 -47,1628
-13,4374 -47,2011
-13,4437 -47,2193
-13,4441 -47,2178
-13,4477 -47,1963
Mont%';'éegre de Pelotas -13,4322 47,1938
-13,4294 -47,1776
-13,4289 -47,1773
-13,4233 -47,178
-13,4305 -47,1698
-13,4234 -47,168
-13,422 -47,1641
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Municipio Comunidade Latitude Longitude
Alto paraiso Povoado Moinho -14,0588 -47,4644
Goiandira Povoado Verissimo -17,973 -48,1748
. - -13,5672 -48,0562
Niguelandia Povoado Vermelho 13,5654 48,0558
-14,7002 -48,8147
-14,657 -48,7743
-14,743 -48,8026
-14,6664 -48,7748
. -14,669 -48,7753
Barro Alto Samol_'z‘gfj‘;';'o Da 14,6916 48,8121
-14,7226 -48,7953
-14,6692 -48,7795
-14,6555 -48,7736
-14,6587 -48,771
-14,6892 -48,8094
-13,5714 -47,6264
Cavalcante Séo Domingos -13,5796 -47,6291
-13,5832 -47,6383
-16,6603 -48,2774
-16,6526 -48,2775
-16,6557 -48,2696
-16,6458 -48,2686
-16,6574 -48,2458
-16,6613 -48,2522
-16,6617 -48,2417
Silvania S&o Sebastido Da -16,6689 -48,2763
Garganta -16,6586 -48,2754
-16,6646 -48,2666
-16,6654 -48,2659
-16,655 -48,2793
-16,6641 -48,243
-16,6686 -48,2682
-16,6687 -48,2714
-16,6418 -48,2683
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Municipio Comunidade Latitude Longitude
-12,965 -46,6045
-12,9649 -46,5968
-12,964 -46,6036
-12,969 -46,6072
-12,9664 -46,6112
Campos Belos Taquarussu -12,9575 -46,6052
-12,9593 -46,6143
-12,9594 -46,6164
-12,9604 -46,6147
-12,9619 -46,6153
-12,9609 -46,6148
-12,9717 -46,5981
s, ., -13,29 -46,6001
Divinogpolis de Goias Vazante 113.2800 46,6084
-17,3961 -49,2704
-17,3965 -49,2586
-17,3919 -49,2524
-17,3917 -49,2592
-17,3894 -49,2554
-17,3956 -49,2628
-17,4021 -49,2666
-17,3953 -49,2656
-17,4016 -49,2704
-17,4031 -49,2744
-17,397 -49,2744
. -17,3905 -49,2668
Professor Jamil Rochedo 17,3845 49,2788
-17,3828 -49,2755
-17,3922 -49,2829
-17,3925 -49,286
-17,3954 -49,2811
-17,396 -49,2781
-17,3991 -49,2772
-17,4056 -49,2831
-17,4057 -49,2873
-17,4035 -49,2892
-17,4025 -49,292
-17,4005 -49,2899
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Municipio Comunidade Latitude Longitude
-15,1502167 -48,3480389
-15,1692139 -48,3535889
-15,1695861 -48,3526444
-15,1781028 -48,3401556
-15,1501889 -48,359075
-15,1508889 -48,3601778
-15,1503611 -48,3600583
Padre Bernardo Sumidouro -15,1408472 -48,3536722
-15,1432278 -48,3548611
-15,1244861 -48,3650944
-15,1190722 -48,3562972
-15,1045722 -48,3896194
-15,124836 -48,3574739
-15,1597417 -48,3294861
-15,12905 -48,3582472
-15,1471389 -48,3565278
-14,59883 -49,418241
-14,5976222 -49,4162
-14,5865389 -49,4147
-14,5875222 -49,4092667
-14,5846568 -49,4084616
-14,5802806 -49,4064361
Uruagu Séo Lourenco -14,5719778 -49,4025583
-14,5715944 -49,4001778
-14,56895 -49,397075
-14,5654611 -49,3937722
-14,5688083 -49,4042083
-14,5708972 -49,4071917
-14,5800528 -49,4086472
-14,5733363 -49,4135481
Mineiros Pouso Alegre -17,195 -52,5925
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1. Sfio Miguel do Araguaia
2. Nova Crixas

3. Mineiros

4. Professor Jamil

5. Agua Limpa

6. Goiandira

7. Silvinia

8. Gameleira

9. Padre Bernardo

10. Goianésia

11. Barro Alto

12. Uruagu

13. Niquelindia

14. Sdo Jodo D’Alianga
15. Flores de Goiis

16. Alto Paraiso

17. Cavalcante

18. Monte Alegre de Goiis
19. Campos Belos

20. Divinépolis de Goias
21. laciara

22. Posse

23. Simolandia

Figura 13. Mapa do Estado de Goias localizando os municipios em que foram realizadas

as coletas nas comunidades rurais participantes deste estudo.

42  COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras utilizadas no estudo foram coletadas entre os meses de outubro a
dezembro de 2021. A concentracdo e quantificacdo viral foram feitas em amostras com
volume de 500mL de &gua coletadas em frascos esterilizados. Os frascos de polipropileno
utilizados na coleta foram previamente lavados com agua e detergente, enxaguados com
agua destilada e autoclavados a 121°C e 1 atm por 15 minutos.

Foram coletadas 160 amostras de agua, cujas fontes eram de agua subterranea,
representada por pogo tubular raso, pogo tubular profundo, pogo raso escavado e nascente,
além de mananciais superficiais, agua da chuva armazenada em cisternas e caminhao pipa

(Tabela 2). Apds a coleta, as amostras foram mantidas em caixa térmica contendo gelo e
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transportadas ao Laboratério de Anélise de Aguas (LANnA) da Escola de Engenharia Civil
e Ambiental, e depois ao Laboratério de Biotecnologia de Microrganismos (LBMic),
onde foram realizadas as analises virais, ambos na Universidade Federal de Goias,
localizado na cidade de Goiania. No LBMic, as amostras foram mantidas sob refrigeracao

a 4°C ate as proximas analises.

Tabela 2. Relacdo da quantidade de amostras coletadas, o tipo de fonte coletada e subtipo
de fontes.

Amostras de Agua

Tipo de Fonte Subtipo de Fonte

Poco tubular raso (minipoco) 31
Subterrénea Pogo tubular profundo (artesiano) 26

Poco raso escavado 48

Nascente 17
Manancial Superficial Rios, corregos, lagos, correntes, ribeirdo 18
Cisterna Chuva 19
Caminhdo Pipa Rios, cdrregos, lagos, correntes, ribeirdo 1
TOTAL 160

4.3 CONCENTRAC;AO VIRAL NAS AMOSTRAS

Para concentracdo das amostras de &gua, foi usada a metodologia de adsorgéo-
eluicdo descrita por Katayama et al. (2002) com modificac6es, de forma semelhantes ao
realizado por Vecchia et al. (2012). Inicialmente, misturou-se 0,6 g de MgCl..6H20 a
amostra de agua e, em seguida, o seu pH foi ajustado a 5 + 0,5 usando solucdo de HCI
10% e de NaOH 1 M. Na sequéncia, as amostras foram filtradas a vacuo através de uma
membrana de 47 mm de didmetro e poro de 0,45 um composta de ésteres mistos de
celulose (Millipore HAWP04700), que confere a membrana carga elétrica negativa. Apos
a filtragdo da amostra de agua, 87,5 mL de solugdo H>SO4 0,5 mM (pH 3) foram passados
pela membrana, utilizando-se 0 mesmo sistema de filtragdo, para liberacdo dos cations
adsorvidos.

Em seguida, a membrana foi transferida para um tubo de centrifugacéo, estéril, de
5 mL (tipo Eppendorf), que continha 2,5 mL de NaOH 1 mM (pH 10,5), a qual foi
submetido a agitador vortex por 5 minutos para eluigdo das particulas virais adsorvidas
na membrana. Ao final, a membrana foi retirada do tubo e a mistura restante nele foi
neutralizada com 12,5 uLL de H2SO4 50 mM e 12,5 ulL de tampao Tris-EDTA (TE) 100x
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concentrado. As amostras concentradas foram congeladas a -80°C até a etapa de extracao
dos &cidos nucleicos.

Na filtragem, foram usados sistemas de filtracdo reutilizaveis para membrana de
47 mm, confeccionados em polissulfona (Millipore/Nalgene) e conectados a bombas de
vacuo, ajustadas a uma pressao de 530 mmHg. Antes do inicio do processo de filtragem
e para a sua reutilizacdo, o sistema era sempre antecedido por esterilizagdo. Previamente
a0 seu uso, eram seguidas as seguintes etapas: lavagem com agua e detergente e enxague
com &gua de torneira; hipoclorito de sodio 2,5% borrifado a superficie do sistema e
enxague com &gua destilada, seguido de alcool 70% também borrifado no sistema. A cada
vez que o sistema era reutilizado, também era deixado por 15 minutos em cabine de

seguranca bioldgica sob luz UV para secagem e esterilizacao.

4.4 EXTRACAO DO MATERIAL GENETICO VIRAL

As técnicas moleculares como a PCR, utilizadas para amostras ambientais, sdo
capazes de detectar os patdgenos virais com rapidez, alta sensibilidade e especificidade
(Silva et al. 2011). SybrGreen® e TagMan® sdo o0s reagentes fluorescentes mais
utilizados para deteccdo destes patdgenos por gPCR. Devido ao fato do SybrGreen® se
ligar em todo o DNA fita dupla (incluindo dimeros) e as amostras de agua possuirem
inimeras substancias organicas e inibidores que podem ser co-concentrados durante o
processamento de amostras, afetando a gPCR, a deteccdo dos virus alvos da pesquisa por
este reagente pode ser superestimado e/ou causarem contaminacgdo cruzada, além de que,
a ocorréncia de reacGes inespecificas tem sido apontada como um dos problemas do
SybrGreen® (Guimardes 2007), fazendo com que a sua padronizacao seja cara e bastante
trabalhosa (Lima et al. 2016). A TagMan® é uma sonda de DNA marcada que, durante a
PCR, hibridiza com a sequéncia da fita simples de DNA complementar alvo e tém como
vantagem serem mais sensiveis quando comparadas com SybrGreen® na detec¢do dos
virus. Para deteccdo de virus ambientais em diferentes matrizes, a sonda TagMan® é
amplamente preferida (Fongaro et al. 2015). Inicialmente foi utilizado o fluoréforo
SybrGreen® para a realizagdo da anélise molecular, mas ao longo do trabalho também
foi optado por utilizar o fluor6foro TagMan® para comparagdo, devido os motivos
citados em relacdo ao SybrGreen®.
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4.4.1 Extracdo do &cido nucleico das amostras - SybrGreen®

Os &cidos nucleicos virais foram extraidos utilizando o kit de extracdo Mini Spin
Virus DNA/RNA (KASVI®), seguindo as instrugdes do fabricante. Logo ap6s o
descongelamento e homogeneizacdo das amostras, em um tubo de 1,5 mL fornecido pelo
kit, foram adicionados 250 pLL da amostra, seguidos de SuLL de Proteinase K (fornecido
pelo kit). A mistura resultante foi agitada moderadamente em vortex. Em todas as etapas
de adicdo de reagente, a mistura era homogeneizada em vortex. A seguir, foram
adicionados 200 uL de Tampao de Lise V a mistura, que entdo foi homogeneizada por
10-15 segundos e centrifugada brevemente (1 segundo a 2.000xg), para retirar goticulas
da tampa do tubo (short spin). Foram adicionados 5,6 uL de solucéo estoque de Carreador
RNA (1 pg/ul) e, em seguida, a solugdo foi incubada em temperatura ambiente (18°-
25°C) por 3 minutos. Apo6s o tempo de incubacdo, um volume de 200 uL de etanol
absoluto (96%-100%) foram adicionados e incubado por 5 minutos em temperatura
ambiente (18°-25°C).

Toda a mistura (660 pL) foi transferida para um Tubo Spin V (fornecido pelo kit),
que possui um tubo de coleta acoplado, seguido de centrifugacdo por 3 minutos a 4.000xg.
Um novo tubo de coleta foi acoplado ao Tubo Spin V e foram adicionados 400 uL de
Tampdo de Lavagem V1 a solucdo, que foi entdo centrifugada por 30 segundos a
11.000xg. Logo apds, 400 pL de Tampdo de Lavagem V2 foram adicionados e
centrifugados por 30 segundos a 11.000xg e colocado um novo tubo de coleta.

Foi feita uma segunda lavagem com o Tampdo de Lavagem V2, porém, dessa vez,
adicionando somente 200 puL e centrifugando a 20.000xg por 5 minutos. O filtro foi
acoplado em um novo tubo de 1,5 mL (fornecido pelo kit) e incubado por 5 minutos a
56°C. Apos a incubacéo, foram adicionados 30 pL de agua livre de RNAse/DNAse (pré-
aquecida a 70°C) para obtencdo do eluato e incubada por 3 minutos em temperatura
ambiente. Para uma Gltima etapa, a solucédo foi centrifugada por 3 minutos a 20.000xg
para eluir os acidos nucleicos do tubo-filtro. O eluato foi armazenado ao freezer -80°C

até a etapa seguinte.

4.4.2 Extracdo de acido nucleico das amostras - TagMan®

A extracdo foi realizada a partir de 200 puLL de amostra, por meio do Biospin Virus
DNA/RNA Extraction Kit (BIOFLUX®), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Ao
iniciar, em um tubo de 1,5 mL da marca Eppendorf® foram pipetados 10 puL de Proteinase

K (fornecido pelo Kit), depois adicionados 200 uL. da amostra e também 200 pL de
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Tampdo de Lise. A solucdo foi homogeneizada em vortex por 30 segundos. Na etapa
seguinte, a mistura foi incubada a 56°C por 15 minutos em um termobloco. Para a retirada
de goticulas na tampa do tubo, foi feita uma breve centrifugacdo da amostra (10.000xg
por 3 segundos).

Um total de 250 pl de etanol 96%-100% (ndo fornecidos pelo kit) foram
adicionados ao tubo e homogeneizados por 15 segundos em vortex no modo pulsar. Nesta
etapa, também foi feita a centrifugacdo para retirada de goticulas na tampa do tubo
(10.000xg por 3 segundos). A mistura total (660 uL) foi transferida para um Spin Column
(tubo-filtro), que possui um tubo de coleta acoplado, e centrifugada a 10.000xg por 1
minuto, e o fluido que havia passado através da membrana foi descartado do tubo de
coleta acoplado.

Para a etapa de lavagem, foram adicionados 500 pLL de Tampao de Lavagem I no
tubo-filtro e centrifugado a 10.000xg por 1 minuto, descartando o fluido restante no tubo
de coleta acoplado. Logo ap6s, foram adicionados 500 pL. de Tampao de Lavagem II no
tubo-filtro e centrifugado a 10.000xg por 1 minuto, descartando o fluido restante no tubo
de coleta acoplado. Em uma ultima etapa de lavagem, foram adicionados 500 uL de
Tampéo de Lavagem Il na Spin Column e centrifugada uma dltima vez a 10.000xg por 1
minuto, descartado o fluido restante do tubo de coleta acoplado.

O tubo-filtro foi colocado em tubo novo de 1,5 mL (ndo fornecido pelo kit) e
centrifugado a 10.000xg por 2 minutos para secagem completa da membrana. Depois,
foram adicionados 60 puL. de Tampao de Eluigao e incubado em temperatura ambiente por
2 minutos. Ao final da extracdo, o tubo foi centrifugado por 1 minuto a 12.000xg, para
eluicdo dos acidos nucleicos extraidos. O eluato foi armazenado ao freezer -80°C até a

etapa seguinte.

45  ANALISES MOLECULARES (qPCR e RT-gPCR)
45.1 Controles Virais

Os controles-padrdo para HAdV, EV e RV consistiram, respectivamente, de DNA
de sorotipo 5 (espécie C) de HAdV e RNA de poliovirus 1 (Enterovirus C). O controle
positivo para HAdV-5 foi a cepa viral modelo Ad5 cultivada em células A549 seguindo
procedimentos padrdo. O controle EV foi um Poliovirus tipo 1 isolado em celulas da
vacina Sabin. Os controles virais para HAdV e EV usados nesta pesquisa foram cedidos
pelo Prof°. Dr°. Fernando Rosado Spilki, da Universidade Feevale, e a sua aluna Ma.

Meriane Demoliner. Ja o controle positivo para RV, foi sintetizado em laboratorio, pela
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empresa Molecular Biotecnologia LTDA®, escolhido e alinhado através do Banco de
Dados do NCBI (GenBank), nimero de acesso HM348746 (Rotavirus humano A cepa
mani-265/07 da proteina estrutural gene VP6).

4.5.2 Deteccéo e quantificacdo dos indicadores virais
4.5.2.1 Detec¢do e Quantificacdo dos virus entéricos usando o fluor6foro SybrGreen®

Para deteccdo e quantificacdo dos indicadores virais, foram realizadas as etapas
de qPCR para HAdV, e RT-gPCR para RV e EV, utilizando o intercalante de DNA de
fita dupla SybrGreen® como fluordforo. Para detec¢do de RV e EV nas amostras, foi
realizada a etapa de RT-qPCR em uma Unica etapa, pois seu genoma consiste de RNA. O
primeiro passo da RT-gPCR consiste na sintese de DNA utilizando como molde uma fita
de RNA da amostra, em uma reacdo catalisada pela enzima transcriptase reversa,
formando o cDNA. Na época do experimento, ndo foi possivel realizar a sintese de cDNA
por meio de kit especifico.

No caso em estudo, 0s ensaios de uma etapa combinaram a transcricdo reversa e
PCR em um unico tubo: combinando uma solucdo de mastermix, uma transcriptase
reversa junto com uma DNA polimerase e 0 material genético extraido da amostra. A
enzima foi cedida pela Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). O RT-qPCR de uma etapa
utiliza apenas oligonucleotideos especificos de sequéncia. Logo, ao final da reacdo,
obteve-se a detec¢do e quantificacdo do cDNA das amostras tanto para EV, como RV. Os
ciclos de gPCR e RT-gPCR foram realizados usando o equipamento LightCycler® 480
Real-Time PCR System (Roche Molecular Systems®, Inc) com placas de 96 pogos e
analisadas no Light Cycler® 480 Software, Versdo 1.5.

As condi¢cbes das reacdes foram previamente otimizadas e padronizadas
utilizando-se os controles virais. Os resultados da gPCR e RT-qPCR foram dados em
copias genémicas por litro (CG/L). Os oligonucleotideos utilizados para HAdV séao
especificos para a espécie C sorotipos 1, 2, 5 e 6, os oligonucleotideos para RV séo
especificos para o grupo A de RV, ja os oligonucleotideos para EV sdo da regido 5’
altamente estruturada, compartilhada pelos Enterovirus. Os oligonucleotideos utilizados

estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo de HAdV, EV e RV na gPCR
e RT-gPCR.

Iniciadores
Ta*  Tamanho
. Gene utilizada esperado
Virus .
alvo na amplicon
Nome Sequéncia Polaridade  Posicdo pesquisa  (bp)
HAdV Hexon VTB2-HAdVCf 5’-GAGACGTACTTCAGCCTGAAT-3’ Positivo 106-126* 60°C 101
VTB2-HAdVCr 5’-GATGAACCGCAGCGTCAA-3*  Negativo 190-2072
EV 5'UTR ENT-F1 5’-GATGAACCGCAGCGTCAA-3>  Positivo 443-459°  62°C 116
ENT-F2 5’-ACACGGACACCCAAAGTAG-3" Negativo 541-559°
GARV VP6 ROTAFEEVALE-FW 5’>-GATGTCCTGTACTCCTTGT-3’  Positivo  7-25¢ 60°C 160

ROTAFEEVALE-REV 5-GGTAGATTACCAATTCCTCC-3’  Negativo 148-167¢

aSequéncia de oligonucleotideos descrita por Wolf et al. (2010)
bSequéncia de oligonucleotideos descrita por Tsai et al. (1993)
¢dSequéncia de oligonucleotideos descrita por Vecchia et al. (2012)
Ta: Temperatura de anelamento

a) Curva-padrdo para qPCR e RT-qPCR

Para a quantificacdo absoluta das particulas virais nas amostras, curvas-padréo de
cinco pontos foram obtidas em reagdo de gPCR e RT-qPCR. Elas foram geradas a partir
da amplificacéo do controle-padrdo de HAdV por qPCR e RV e EV, que a partir da reagéo
RT-gPCR, foi padronizado o cDNA do controle positivo, em dilui¢cdes seriadas de cinco
pontos, no fator 10.

O numero de copias gendmicas virais do controle-padrdo de HAdV foi obtido a
partir de sua massa de DNA e, do controle-padréo de EV e RVA, a partir de sua massa
de RNA, ambas quantificadas em 1 pL de cada controle por meio do espectrofotometro
NanoVueTM Plus® (GE Healthcare Life Sciences). Posteriormente, essas massas foram
convertidas em nimero de moléculas de DNA genémico para HAdV (NHAdV) e de RNA
gendmico para EV (NEV) e para RVA (NRVA). Para esses calculos, foi assumido que o
genoma do HAdV sorotipo 5 continha 35.938 pares de bases, que o0 genoma do poliovirus
1 continha 7.441 pares de bases e que para 0 genoma da proteina estrutural VP6 do
Rotavirus humano continha 1.266 pares de bases. Para o controle de EV e RV, também
foi considerado que todo o RNA gendmico foi convertido em cDNA. A conversdo das
massas de DNA e RNA gendmicos em numero de moléculas de DNA e RNA genémicos

foi realizada utilizando as equagdes seguintes:

NHAdV = [massa DNAfd/(tamanho DNAfd x 617,96) + 36,04] x 6,022 x 10%
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NEV e NRVA = [massa RNAfs/(tamanho RNAfs x 321,47) + 18,02] x 6,022 x 10%

As curvas-padrdo foram validadas observando-se os parametros de coeficiente de
correlacdo (> 0,98), eficiéncia de reacdo (entre 90 e 110%) e inclinagdo (entre — 3,44 e —
3,26). Para consideracdo de deteccOes foi considerado o limite considerado para
positividade (threshold - T) igual a 2,8, para RV, 7,0 para HAdV e 2,2 para EV, levando
em consideracdo a elevacdo da especificidade e reducdo da sensibilidade da técnica de
gPCR e RT-gPCR do tipo SybrGreen®. Foi considerado as amplificacdes positivas até o

ciclo 38 (CT — ciclo Threshold) ou inferior.

b) RT-gPCR para RV

Para a amplificacdo e quantificacdo do material genético, o volume da reacgédo de
15 uL, foi composto por 7,5 puL de solucdo de mastermix PCR Tempo Real —
SybrGreen/ROX 2x (QuatroG®), 0,5 uL de cada oligonucleotideo (10 pmol/ uL), 0,5 pL
da enzima Transcriptase Reversa, 5 uL. de amostra e 1 pL de agua ultrapura livre de
DNAse/RNAse. O ciclo de RT-gPCR foi composto de somente 1 ciclo de 15 minutos a
45°C e 1 ciclo de 2 minutos a 95°C, para ocorrer a ativagdo da enzima RT e DNA
polimerase, respectivamente. Depois dessa etapa inicial, foram seguidos 40 ciclos
compostos de um passo de 15 segundos a 95°C para a desnaturacdo da fita e um passo de
1 minuto a 60°C para anelamento dos oligonucleotideos a fita e extensdo. A aquisicdo de
fluorescéncia foi gerada sempre na ultima etapa. Para geracdo da curva-padrdo, foram
usadas diluicdes seriadas de fator 10 do controle-padréo de rotavirus, da diluigdo 10 até
a 10, partindo-se de 5,6x108 copias gendmicas por reacdo. Em cada rodada de gPCR,
foi utilizado uma amostra negativa (NTC — no template control), que continha agua livre

de DNAse/RNAse no lugar da amostra.

c) RT-gPCR para EV
Do mesmo modo como RV, a reacdo tem volume de volume 15 pL, sendo
composta por 7,5 puL de solugéo de mastermix PCR Tempo Real — SybrGreen/ROX 2x
(QuatroG®), 0,5 uL de cada oligonucleotideo (10 pmol/ uL), 0,5 pL da enzima
Transcriptase Reversa, 5 uLL de amostra e 1 uLL de 4gua ultrapura livre de DNAse/RNAse.
O ciclo de RT-gPCR foi composto de somente 1 ciclo de 15 minutos a 45°C e 1 ciclo de
2 minutos a 95°C, para ocorrer a ativacdo da enzima RT. Depois dessa etapa inicial, foram

seguidos 40 ciclos compostos de um passo de 15 segundos a 95°C para a desnaturacdo da
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fita e um passo de 1 minuto a 62°C para anelamento dos oligonucleotideos a fita e
extensdo. A aquisicdo de fluorescéncia foi gerada sempre na ultima etapa. Para geracao
da curva-padréo, foram usadas diluicdes seriadas de fator 10 do controle-padrdo de
enterovirus, da diluicio 107 até a 107, partindo-se de 3,5x108 copias gendmicas por
reacdo. Em cada rodada de gPCR, foi utilizada uma amostra negativa (NTC — no template
control).

d) gPCR para HAdV

O volume da reagdo foi preparado por 7,5 uL de solugdo de mastermix PCR
Tempo Real — SybrGreen/ROX 2x (QuatroG®), 0,5 uL de cada oligonucleotideo (10
pmol/ pL), 6 pL de amostra e 0,5 pL de agua ultrapura livre de DNAse/RNAse. O ciclo
da gPCR foi composto por 1 ciclo inicial de 2 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos
compostos por um passo de desnaturagdo de 15 segundos a 95°C e um passo de
anelamento de 1 minuto a 60°C. Para a quantificacdo, a aquisicdo de fluorescéncia foi
gerada sempre na ultima etapa. Para a geracdo da curva-padrdo, foram usadas diluicdes
seriadas de fator 10 do controle-padrio de adenovirus, da diluicdo 10 até a 10, partindo-
se de 5,6x107 copias gendmicas por reacdo. Em cada rodada de qPCR, foi utilizada uma
amostra negativa (NTC — no template control).

4.5.2.2 Deteccdo e Quantificacdo dos virus entéricos usando o sistema TagMan®

Quando o fluoréforo TagMan® foi utilizado para a deteccdo e quantificagcdo da
carga viral de HAdV, EV e RV, foi realizada somente a reacdo de gPCR, pois o kit para
a sintese de cDNA ja estava disponivel.

O conjunto de oligonucleotideos de sonda TagMan® utilizados na reacdo foi
adquirido pela empresa Thermofisher Scientific®. Foram utilizados os produtos:
TagMan™ Gene Expression Assays® (FAM) da Applied Biosystems™, em especifico
para EV, a sonda TagMan™ Gene Expression Assay (20X), para RV, Custom TagMan™
Gene Expression Assay (20X) e para HAdV foi utilizado o TagMan® Microbe Assays
Small (20x). Os ciclos de gqPCR foram realizadas utilizando o equipamento
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™) com placas de 96 pocos
e analisadas no StepOne Software, Versao 2.3.

Os resultados da gPCR foram dados em copias genémicas por litro (CG/L). Os

oligonucleotideos utilizados para HAdV sdo especificos para espécie A, B, E e F. Os
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oligonucleotideos para RV foram customizados e sdo especificos para o grupo A. Ja os
oligonucleotideos para EV sdo especificos para todas as espécies de Enterovirus.

a) Sintese de cDNA das amostras de EV e RV

Devido ao seu genoma viral ser representado por um RNA, para analise e
quantificacdo de EV e RV, foi necessaria a realizacdo da etapa da sintese da fita de DNA
complementar (cDNA) antes da realizacdo do gPCR, das amostras de agua apés a
extracdo dos acidos nucleicos e também foi realizada a sintese de cDNA do controle
positivo padrdo de EV. Para esse fim, foi utilizado o High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Applied Biosystems®©), seguindo as instru¢bes do fabricante. De
acordo com o manual, todos reagentes devem ser mantidos no gelo para o preparo da
solucéo 2X Reverse Transcription Master Mix. Esta solucdo consiste em: 2,0 uL de 10X
Tampdo RT, 0,8 uL de 25x ANTP Mix (100mM), 2,0 uL. de 10X RT Primers Randomicos,
1,0 uL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase e 4,2 uL de agua livre de nuclease foram
adicionados

Logo apos, a solucdo 2X Reverse Transcription Master Mix foi deixada no gelo e
agitado levemente. Em seguida, foram pipetados 10 puL da solugdo em microtubo de PCR
de 200 uL, e também foram pipetado 10 uL das amostras extraidas, e a mistura foi
homogeneizada. A mistura final foi incubada de acordo com a seguinte sequéncia: 10
minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C, 5 minutos a 85°C e uma Ultima etapa de HOLD a
4°C, . A incubagdo foi realizada no termociclador Eppendorf® Vapo.protect
Mastercycler® Pro (Eppendorf®, Alemanha). O produto da sintese foi congelado a -80
°C até que a reacao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (JPCR) fosse

realizada.

b) gPCR para HAdV, EV e RV

A reacdo da deteccéo e quantificacdo de HAdV, EV e RV se deu em um volume
final de 10 pL. Para as rea¢des de EV e RV, em um tubo de 1,5 mL, livre de nucleases,
foram pipetados 5 pL de MasterMix TagMan® (FioCruz), 0,5 pL do reagente TagMan™
Gene Expression Assay (20X), para EV, e Custom TagMan™ Gene Expression Assay
(20X), para RV; 0,1 uL de ROX, 0,4 pL. de DNA polimerase e 3 uL de agua livre de
nuclease. Para HAdV, foram pipetados 5 pL de MasterMix TagMan® Fio Cruz, 0,5 uL
de TagMan® Microbe Assays Small (20x), 0,4 uL de DNA polimerase, 0,1 pL. de ROX ¢
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1 puL de agua livre de nuclease. A solucdo foi entdo homogeneizada em vortex e
centrifugado a 10.000 rpm por 2 segundos, para a retirada de goticulas na tampa do tubo.

Logo apos, para a qPCR de EV e RV, 9 uL da solucdo foram transferidos para
placa de gPCR de 96 pocos, e entdo 1 pL da amostra contendo cDNA (EV ¢ RV) foi
adicionado aos respectivos pocos da placa de qPCR. Ja para HAdV foram transferidos 7
uL da solucéo para a placa de qPCR e adicionados 3 ulL de DNA da amostra. A reagéo
consistiu em 1 ciclo de 95°C por 10 minutos para ativacdo da enzima polimerase, seguidos
de 40 ciclos compostos pela etapa de desnaturacao por 15 segundos a 95°C e uma etapa
de anelamento/extenséo por 1 minuto a 60°C.

Em cada rodada de qPCR, foi utilizada amostra negativa em duplicata (agua livre
de nuclease no lugar da amostra). A quantificacdo absoluta das particulas virais nas
amostras foi realizada por meio de curvas-padrdo de cinco pontos em duplicata, que foram
obtidas em cada rodada de qPCR amplificando o controle padrdo de HAdV, RV e EV.
Para HAdV, as dilui¢des comegaram com 8,1x107 cdpias gendmicas por litro (CG/L), ja
para RV comegaram com 5,6x10° copias gendmicas por litro (CG/L). Para EV, eles
comegaram com 6,2x108 copias gendmicas por litro (CG/L). As curvas padrdo foram
validadas observando-se os parametros de coeficiente de correlagdo (> 0,98), eficiéncia
de reacdo (entre 90 e 110%) e inclinagdo (entre — 3,44 e — 3,26). Para consideracao de
deteccdes foi considerado o limite considerado para positividade (threshold - T) igual a
0,2 para todos os virus, levando em consideracdo a elevacdo da especificidade e
sensibilidade da técnica de gPCR do tipo TagMan®. Foi considerado as amplificacfes
positivas até o ciclo 38 ou inferior (CT — Thresholdcycle).

46  ANALISE ESTATISTICA

Para avaliacdo da associacdo entre o tipo de fonte de coleta e a presenca do tipo
do virus, foi realizado o teste de regressdo logistica, dessa forma foi possivel determinar
as Razoes de Chances (OR — Odds Ratio) para estimacdo do tamanho de efeito. Para
aceitacdo da hipotese de associacao e rejeicdo da hipotese nula (HO), foi considerado o
limite de significancia de 5%. A presenca dos virus foi considerada a variavel dependente,
e os tipos de fontes as variaveis independentes. As analises estatisticas e confeccéo grafica
foram realizados com o auxilio dos softwares Jamovi® verséo 2.2 (Jamovi, 2022),
Minitab® versdo 19 (Minitab, 2022) e GraphPad Prism® versdo 9.0 (GraphPad, 2020).
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3) RESULTADOS

Foram analisadas 160 amostras de agua oriundas de fontes coletivas e individuais,
adquiridas de propriedades rurais. Realizou-se a anélise quanto a contaminac&o fecal por
meio dos trés indicadores virais: HAdV, EV e RV. A quantidade dos virus entéricos

encontrados em cada tipo de fonte, encontra-se na Tabela 4.

Tabela 4. Quantidade de indicadores virais em relacdo aos tipos de fontes de &gua.

Amostras de Agua Virus Entéricos

Tipo de Fonte Subtipo de Fonte HAdV RV EV

Poco tubular raso (minipoco) 4 10 3
Subterrénea Poco tubular profundo (artesiano) 3 7 1

Poco raso escavado 3 11 2

Nascente 2 1 1
Manancial Rios, cérregos, lagos, correntes,
Superficial ribeirdo 0 0 0
Cisterna Chuva 3 3 0
Caminhdo Pipa Manancial superficial 0 0 0
TOTAL 15 32 7

Quando utilizado o fluor6foro SybrGreen®, a presenca de contaminacdo fecal por
meio dos indicadores virais foi encontrada em 30% (48/160) das amostras, nas quais pelo
menos um dos indicadores estava presente. O indicador viral encontrado com maior
frequéncia foi RV, identificado em 20% (32/160) das amostras, seguido por HAdV,
identificado em 9,4% (15/160) das amostras, e por EV, identificado em 4,4% (7/160) das
amostras, representado pela Figura 14.
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Figura 14. Indicativo da frequéncia de contaminag&o pelos indicadores virais.

Na figura 15, é possivel notar que nas amostras positivas de fontes subterréneas,
o RV foi o indicador viral de maior prevaléncia, com taxa de detecgéo de 23,8% (29/122),
seguido de HAdV com taxa de 9,8% (12/122) e EV, com 5,7% (7/122). Nas amostras de
cisterna, tanto HAdV quanto RV foram encontrados na mesma frequéncia, com 15,8%
(3/19). Nao foi encontrado nenhum virus pelas técnicas adotadas nas amostras de

manancial superficial e caminhao pipa.

54



Caminhdo pipa

15,8%

Manancial Superficial

57%

Fonte Subterranea 23,8%
9,8%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%

EV mRV mHAdV

Figura 15. Indicativo de contaminacdo fecal de acordo com os tipos de fontes de agua e
indicadores virais.

Comparando os subtipos de fontes subterraneas, RV foi o indicador mais

frequentemente encontrado em poco tubular raso, poco tubular profundo e poco raso
escavado, com taxas de deteccdo de 32,2% (10/31), 27% (7/26), 23% (11/48),
respectivamente. HAdV foi o indicador mais frequente encontrado em nascente, com

frequéncia de 11,8% (2/17). Ja EV, teve sua maior prevaléncia em poco tubular raso, com

9,7%

40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

(3/31) (Figura 16).

32,2%

Poco tubularraso ~ Poco tubular profundo  Poco raso escavado Nascente
(minipoco) (artesiano)

mHAdJV mRV ' EV

Figura 16. Contaminagéo pelos indicadores virais, de acordo com o subtipo de fonte
subterranea.
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Quando feita a média geométrica das concentracbes dos indicadores virais, a
concentracdo média para HAdV foi 1,9x10° CG/L, sua concentragéo minima foi de 3x102
CGIL, e a concentragdo maxima de 2,4x10” CG/L, cuja amostra foi encontrada em poco
raso escavado. Para RV, a média geométrica de sua concentragdo foi de 1,5x10° CGIL,
sendo sua concentracdo maxima de 1,7x10” CG/L, encontrada em amostra de pogo
tubular raso (minipogo), e a concentragdo minima 4,5x10% CG/L. Ja para EV, sua média
geométrica foi 7,1x10% CG/L, sendo sua concentra¢io minima encontrada de 1,6x102
CGIL, e sua concentra¢io maxima de 5x10° CG/L, encontrada em amostra de pogo raso

escavado (Tabela 5).

Tabela 5. Média geométrica da concentracdo dos indicadores virais. A concentracdo foi
dada por CG/L.

HAdV RV EV
Minima 3x102 4,5x103 1,6x10?
Concentracgio Média 1,9x10° 1,5x10° 7,1x10°
Maxima 2,4x107 1,7x10’ 5x10°

O maior valor da concentracdo média em CG/L, em amostras de fontes
subterraneas foi de 5,3x10” CG/L para RV, seguido por HAdV, com 2,9x10” CGI/L, e
5,1x10° CG/L para EV. Em amostras de cisterna, a maior concentracio média foi 2,2x10°
CGI/L para RV, seguido de 8,8x10* CG/L para HAdV (Tabela 6).

Tabela 6. Valores minimos, médios e maximos em relacdo as médias geométricas das
concentragOes dos indicadores HAdV, RV e EV. Concentragdes em CG/L.

Fontes de agua
Subterrénea Cisterna (chuva)
Indicadores HAdV RV EV HAdV RV EV
Minima 3x10®>  4,5x10° 1,6x10° 24x10° 2,6x10° *
Concentracdes Média  2,9xx10” 5,3x10” 5,1x10° 8,8x10* 2,2x10% *
Méxima 2,4x10° 1,7x10° 5x10°  7,7x10* 1,8x10°® *

*N&o houve deteccdo de EV em amostras de cisterna.
Para as Fontes “Manancial Superficial” e “Caminhdo Pipa”, ndo houve a deteccdo de nenhum dos
indicadores virais pesquisados, por isso ndo constam na Tabela 6.

Em nenhuma amostra coletada houve deteccdo simultanea dos trés indicadores
virais. Em 27 amostras houve identificagdo exclusiva de RV (16,9%), em 12 amostras
para HAdV (7,5%), seguida de somente 4 amostras para EV (2,5%). N&o houve nenhuma
co-deteccdo entre amostras com HAdV e EV, ja entre RV com EV e RV com HAdV,

houve amplificagdo simultanea de trés e duas amostras, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Grafico de Venn mostrando a distribuicdo das amostras em relacdo aos
indicadores analisados.

Quando realizadas as anéalises das associacdes entre os tipos de fontes de agua
para consumo com o0s indicadores virais, a presenca de Rotavirus apresentou
aproximadamente quatro vezes superior ao de Enterovirus e duas vezes superior ao
Adenovirus. As fontes com maiores propor¢des foram po¢os rasos escavados e po¢os
tubulares rasos. Rotavirus apresentou associacao estatisticamente significante com pogos
tubulares rasos (minipocos): OR = 3.03 [1.13 a 8.11; p-valor = 0.02] (Figura 18a), ja para
poco raso escavado ndo houve associacdo estatistica, com OR = 1.89 [0.74 a 4.77; p-valor
= 0.17] (Figura 18b). Os valores também foram representados na Tabela 7.
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Figura 18. Associacdo entre presenca de Rotavirus e os tipos de fontes “poco raso
escavado” e “poco tubular raso”.
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Tabela 7. Associacdo entre Rotavirus e po¢os rasos, resultados detalhados.

95% Intervalo de

confianca
Variaveis independentes = Estimado SE z p- Odds | Inferior = Superior
valor ratio
Intercepto -1.851 0.324 -5.71 | <.001 0.157 | 0.0832 0.297
Poco tubular raso 1.109 = 0.503 22  0.027 3.03 | 1.1311 8.118
(minipogo)
Poco raso escavado 0.638 0.472 1.35 0.177 1.892  0.7496 4775

Nota: As estimativas representam o logaritmo da razdo de possibilidades (odds ratio) de

“ROTAVIRUS=1” vs “ROTAVIRUS=0"
SE: Standard Error (erro padréo)
Z: Tamanho global de efeito

p-valor: Indica a probabilidade de se ter uma diferenca tdo grande ou maior do que a observada em
uma hipétese nula. O valor de corte para rejeitar uma hipdtese nula é de 0,05 (< 5%)

As demais fontes e virus ndo apresentaram associacfes estatisticamente

significantes (Tabela 8).

Tabela 8. Regressao logistica binaria, resultados sem significancia estatistica.

Adenovirus 95% Intervalo de
Confianca
Preditor Estimado SE Z p- Odds ratio | Inferior | Superior
valor

Poco tubular 0.282 0.684 0.412 0.68 1.3261 | 0.3468 5.071

profundo

(artesiano)

Poco raso -0.588 0.67 -0.877 0.38 0.556  0.1494 2.065

escavado

Manancial -16.43 | 1537.401 | -0.0107 | 0.991 7.32E-08 0 Inf

superficial

Nascente 0.288 0.807 0.356  0.721 1.333 0.2742 6.484
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Cisterna (agua de 0.701 0.698 1 0315 2.0156 | 0.5134 7.914

chuva)

Poco tubular raso 0.463 0.622 0.745  0.456 1.5892 0.47 5.374

(minipogo)

Caminhéo Pipa -13.3 | 1455.398 - | 0.993 | 0.00000167 0 Inf
0.00914

Rotavirus 95% Intervalo de

Confianca
Preditor Estimado SE A p Odds ratio | Inferior | Superior

Pogo tubular 0.474 0.495 0.958  0.338 1.606 0.609 4.235

profundo

(artesiano)

Manancial -16.33 | 932.481 | -0.0175  0.986 8.08E-08 0 Inf

superficial

Nascente -1.49 1.051 -1.42  0.157 0.226  0.0288 1.77

Cisterna (adgua de -0.323 0.663 | -0.487 | 0.626 0.724 0.198 2.654

chuva)

Caminhéo Pipa -14.19 | 1455.398 - 0992 6.89E-07 0 Inf
0.00975

Enterovirus 95% Intervalo de

Confianca
Preditor Estimado SE z p Odds ratio = Inferior = Superior

Pogo tubular -0.118 1103 = -0.107 | 0.915 0.8889  0.1024 7.719

profundo

(artesiano)

Pogo raso -0.0815 0.855 -0.0953  0.924 0.9217  0.1725 4.926

escavado

Manancial -15.61 | 1537.401 @ -0.0102 | 0.992 1.66E-07 0 Inf

superficial

Nascente 0.348 1.112 0.313 0.754 1.4167 0.1602 12.5255

Cisterna (agua de -16.62  2467.14 - 0.995 0 0 Inf

chuva) 0.00674

Pogo tubular raso 1.2 0.792 1.52 0.13 3.3214 0.7035 @ 15.6818

(minipogo)

Caminhéo Pipa -13.49 | 2399.545 - | 0.996 0.00000138 0 Inf
0.00562

Ao utilizar o fluor6foro TagMan®, houveram problemas na amplificacdo de

HAdV e RV. Somente foi possivel a amplificacdo para EV, porém os resultados obtidos

demonstraram que ndo houve a amplificacdo de cDNA de EV nas amostras de agua

analisadas.
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6 DISCUSSAO

Os dados das amostras analisadas de fontes individuais e coletivas utilizadas para
0 consumo humano nas areas rurais do Estado de Goias, demonstraram contaminacao
fecal identificada pelos indicadores virais RV, HAdV e EV. Ao todo, 30% das amostras
apresentaram contaminacdo fecal e todos os subtipos de fontes subterraneas tiveram a
presenca de pelo menos uma espécie viral. Isso implica que a qualidade e seguranca
microbioldgica dessas aguas estdo em risco, pois estdo sendo expostas a virus entéricos e
a populacdo rural que a consome esté exposta as doencas associadas.

A ineficiéncia ou auséncia de protecdo nos recursos hidricos pode introduzir
inimeros patdgenos, como Vvirus, bactérias e outros microrganismos, tornando-0s
inadequados para o consumo e causando surtos de veiculagdo hidrica. A identificacéo
desses patdgenos por meio da analise de &gua é essencial para sua identificacdo e
monitoramento, permitindo as devidas acfes para a eliminacdo desses microrganismos,
antes que a agua seja distribuida para o consumo humano (Faccin-Galhardi et al. 2013).

A presenca de HAdV, RV e EV em amostras de &gua séo relatadas em diversos
estudos (Vecchia et al. 2012; Vieira et al. 2012; Kluge et al. 2014; Ahmad et al. 2016; da
Luz et al. 2017; Lima et al. 2021; Pang et al. 2021; Sorensen et al. 2021), demonstrando
serem bons indicadores de contaminacdo fecal em matrizes de dgua. RV foi o tipo viral
mais efetivo em identificar contaminacdo fecal em amostras de poco (raso escavado,
tubular raso e tubular profundo). Por outro lado, o tipo viral HAdV demonstrou maior
contaminacdo em amostras de nascente e o tipo viral EV, demonstrou maior
contaminagdo em poco tubular raso.

A maioria dos estudos realizados sobre a prevaléncia de virus entéricos em
amostras de fonte de 4gua em regides rurais do Brasil, ocorrem na regido Sul do pais. No
estudo feito por Giron et al. (2013) nédo foi identificado HAdV em nenhuma amostra
coletada de rio. Ja no estudo feito por Spilki et al. (2013), a prevaléncia de HAdV foi
maior do que encontrada neste estudo, com 66,66%, ja RV e EV foram identificados na
mesma prevaléncia, com 6,67%, valores menor e maior, respectivamente, do que
encontrados no trabalho (20% e 4,4%). Quando Staggemeier et al. (2015) pesquisaram
EV e HAdV em amostras de agua e sedimentos, encontraram uma prevaléncia menor do
que no presente estudo para EV, com 1,8%, e uma prevaléncia superior para HAdV, com
87,3%. Em relacdo a concentragdo média, Staggemeier et al. (2015) encontrou valor
superior para HAdV (4,35x108 CG/L) do que no estudo apresentado (1,9x108 CG/L). Em
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uma regido do pais diferente dos estudos encontrados, na regido rural do Amazonas,
Miagostovich et al. (2008) encontraram uma prevaléncia para RV superior do que este
estudo, com 28,6% e para HAdV sua prevaléncia foi menor, com 3,6%.

Foi encontrado um estudo que pesquisou a prevaléncia de virus entéricos em
regides rurais do Estado de Goiés. Lima et al. (2021), pesquisou HAdV e EV em aguas
que abastecem residéncias rurais a partir de fontes individuais. Em seu estudo, foi
determinada uma prevaléncia de 52,6% e 5,1%, para HAdV e EV, respectivamente. RV,
HAdV e EV analisados em amostras de agua de fontes coletivas e individuais, detectados
neste trabalho, apresentaram taxas de deteccdo de 20%, 9,4% e 4,4%, respectivamente.
As concentragdes médias encontradas (CG/L) foram maiores para HAdV neste estudo
(1,9x10® CG/L), enquanto no estudo de Lima et al. (2021), foi encontrado 7,51x10° CG/L.
Ja a concentracdo para EV foi menor, encontrando 7,1x10° CG/L, e para Lima et al.
(2021), 1.89x10° CG/L.

Alguns estudos sugerem que tanto HAdV quanto EV sejam utilizados como os
principais indicadores virais de contaminacdo fecal humana (Vieira et al. 2012; Lima et
al. 2021; Masachessi et al. 2020), devido sua disseminacdo e estabilidade no meio
ambiente, além de sua resisténcia aos processos de tratamento de &gua e esgoto. Porém,
a maior frequéncia de RV encontrada em amostras de agua neste estudo, confirma que
estes virus também devem ser considerados potenciais indicadores de contaminacao fecal
(WHO 2017).

Considerado o principal causador de diarreia aguda em humanos e vérias especies
de animais, o Rotavirus grupo A é o grupo mais comum e difundido, sendo endémico em
todo o mundo. A espécie A de Rotavirus tem sido encontrada com elevada frequéncia em
amostras de agua de recreacdo, aguas residuais e em agua tratada (Vieira et al. 2012;
Staggemeier et al. 2017; Miura et al. 2019; Cioffi et al. 2020). RV se apresentou como
um bom indicador de contaminacéo fecal no atual trabalho, pois em 16,9% (27/160) das
amostras contaminadas houve deteccdo exclusiva desse virus. Surtos de infecgdo nédo
relatados nas areas do estudo, a eliminacdo de fezes com altas concentragdes do virus
(que podem chegar de 108 a 10*! particulas/grama de fezes) por pacientes infectados, além
de caracteristicas proprias do virus, podem explicar sua maior detecgdo nas amostras
comparada aos outros indicadores virais (Meng et al. 1987; Fong & Lipp 2005, Espinosa
et al. 2008, Barardi et al. 2012; Cioffi et al. 2020).

Em relacdo a suas caracteristicas virais que auxiliam na sua maior prevaléncia, 0s

RVs demonstram grande resisténcia aos fatores ambientais e aos processos fisico-
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quimicos utilizados para o tratamento de &gua para abastecimento e de esgoto. Possuem
resisténcia a alteracGes de pH, sendo inativados apenas em pH de 11,5, além de manterem
estabilidade em umidades relativamente baixas. Seu RNA fita dupla esta envolto por um
capsideo com camada tripla de proteina, caracteristicas que conferem ao virus maior
resisténcia as atividades de endonucleases e protecdo contra radiacdes através da luz UV.
(Meng et al. 1987; Fong & Lipp 2005, Espinosa et al. 2008, Barardi et al. 2012; Cioffi et
al. 2020).

A frequéncia dos virus entéricos presentes no meio ambiente representa a sua
prevaléncia na populagdo local (Apostol et al. 2012; Tiwari & Dhole, 2018). No presente
estudo, a baixa prevaléncia encontrada para EV (espécie C) pode ser explicada em funcéo
da sua baixa circulacdo na populacdo estuda (Lima et al. 2021) e possivelmente fatores
intrinsecos ao virus, como RNA de fita simples, conferiu ao virus menor resisténcia a
fatores que afetam sua presenca nas fontes de agua, como luz UV, temperatura e pH. O
RNA ¢ labil e pode ser hidrolisado em pH &cido e alcalino e destruido por radiacdo ou
processos enzimaticos (Carter 2005).

Para o presente estudo, foram utilizados oligonucleotideos especificos para a
espécie C de HAdV (1, 2, 5, 6), que é principalmente relacionada a infeccdo respiratéria
em criancas, porém sua importancia nas gastroenterites ndo pode ser excluida. Individuos
infectados no trato superior respiratorio por HAdV-C séo capazes de excreta-los nas fezes
em infec¢des assintomaticas e com sintomas de gastroenterite (Vetter et al. 2015; La Rosa
et al. 2015; Esposito et al. 2016; Wu et al. 2019; Lima et al. 2021). Corroborando com 0s
estudos de Quandelacy et al. (2022) e Liu et al. (2022), que devido ao fato de ser um virus
respiratorio e as coletas das amostras de agua terem sido feitas ainda durante a pandemia
da COVID-19, situacbes como uso de mascaras, distanciamento social e lavagem e
higienizacdo das maos pela populacdo estudada, podem ter diminuido a sua transmissdo
e assim, implicado na sua baixa prevaléncia no estudo.

Todos os tipos de fontes de agua podem estar sujeitos a contaminacéo viral, sendo
essencial considerar os fatores que influenciam a presenca dos virus nessas matrizes. Os
patdgenos de interesse para saude publica, que sdo transmitidos por veiculagcdo hidrica,
podem adentrar em aquiferos por varios meios e mecanismos, como: vazamento de
sistemas septicos, descarga de esgoto com vazamento, a introducdo direta de agua
residual e a percolacdo de aguas superficiais através de pogos (John & Rose 2005).

Menor didmetro de abertura, revestimentos da parede feitos de plastico PVC e

maior profundidade, garantindo isolamento e durabilidade, sdo alguns fatores que tornam
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0s pocos tubulares menos sujeitos a contaminagdo. Porém, somente essas caracteristicas
ndo foram suficientes para garantir 4gua livre de contaminacg&o, especialmente por RV
(Limaetal. 2021). A analise estatistica demonstrou que as fontes com maiores proporcoes
de serem contaminadas por algum dos indicadores virais foram o pogo raso escavado e
poco tubular raso. O pogo tubular raso foi a fonte com maior prevaléncia dos trés
indicadores virais, sendo o0 RV o unico indicador viral estatisticamente com mais chances
de contamina-lo (OR = 3.03 [1.13 a 8.11; p-valor = 0.02]).

Os virus entéricos sdo 0s microrganismos mais provaveis de contaminar aguas
subterraneas. Sao capazes de sobreviver por mais tempo nessa fonte, em razao das baixas
temperaturas, protecdo a luz solar e menor atividade microbiana. Em razdo do seu
tamanho extremamente pequeno — entre 25 a 100 nm — permite que se infiltrem e passem
facilmente pelos poros dos solos, que sdo capazes de reter bactérias e protozoarios
maiores, atingindo estas fontes (Borchardt et al. 2007). Ao contrario deste estudo,
Haramoto et al. (2018) n&o encontraram RVA em amostras de pogo tubular raso, somente
0 encontrando em poco raso escavado (5%). No estudo de Ferguson et al. (2012),
rotavirus foram encontrados com prevaléncia de 40% em pogos tubulares. Os virus
conseguem se mover a distancias consideraveis no ambiente subsuperficial. J& foram
encontrados em profundidades de 67 metros e migracdo horizontal de 408 metros até
1.600 metros (Borchardt et al. 2003; Pinon &Vialette 2018).

As chuvas podem aumentar o transporte de virus, infiltrando-os para baixo até as
aguas subterraneas. Além disso, a agua de baixa forca idnica, como é caracteristica da
precipitacdo, pode ressuspender o virus que foram aderidos aos grdos do sedimento,
aumentando sua concentracdo nos aquiferos (Allen et al. 2017). As coletas do presente
estudo foram realizadas no periodo chuvoso, podendo este ser um fator que afetou na
deteccdo dos virus em amostras de fontes subterraneas.

No que diz respeito ao aspecto construtivo dos pogos, Allen et al. (2017)
demonstraram que a probabilidade de deteccdo de virus foi positivamente associada ao
comprimento do intervalo aberto no pogo (por exemplo, parte do pogo sem revestimento,
em contato direto com o aquifero). Pocos tubulares com intervalos abertos mais longos
sd0 mais propensos a capturar um maior fluxo de aguas subterraneas, aumentando assim
a probabilidade de incluir no fluxo um gradiente de fonte de virus.

Em areas ao redor de pogos com bombeamento, o potencial de contaminagédo
aumenta porque a adgua da zona de contribui¢do, que corresponde a area de recarga do

aquifero e que flui em direcdo a captacdo, é puxada para 0 pogo e para 0 aquifero
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circundante. Sob certas condi¢bes, 0 bombeamento também pode fazer com que a dgua
subterranea (e contaminantes associados) de outro aquifero entre no que esta sendo
bombeado (USEPA 1991).

Além de problemas na estrutura e vedacdo do poco, fontes de contaminacédo que
estdo a uma disténcia de até 10 metros, problemas com a vedacdo da bomba do poco, e
latrinas proximas ao pogo, que devido a sua falta de encanamento e facilitam na
percolacdo de excretas no solo, sdo alguns dos fatores de risco que contribuem para a
contaminacdo viral em pocos tubulares (Lutterodt et al. 2018). A presenca de latrinas em
um raio de 50 m dos locais de coleta do estudo de Verheyen et al. (2009) foi um fator de
risco significativo para contaminacao viral de pogos.

Bradbury et al. (2013) encontraram virus entéricos humanos em pocos tubulares
profundos, e seu estudo demonstra que mesmo po¢os municipais profundamente
revestidos em aquiferos confinados podem ser suscetiveis a contaminacao por patégenos
virais, e o fato de pogos tubulares serem considerados livres de contaminagéo néo evitou
a contaminacao por virus, nem reduziu substancialmente a porcentagem de sua deteccgao.

No estudo realizado por Goel et al. (2019), a contaminacdo microbiana entre 0s
domicilios com pocos tubulares profundos foi maior do que entre os domicilios com
pocos tubulares rasos, sendo que o risco de contaminagdo microbiana variou de risco
intermediario a muito alto. Dado que os usuarios de pocos tubulares profundos tiveram
tempos de armazenamento significativamente maiores e percorreram distancias maiores
para coletar agua potavel, levanta-se a possibilidade de que a rede esparsa de instalacdes
de pocgos profundos e problemas subsequentes de acesso possam comprometer o
armazenamento seguro e resultar em aumento do risco de qualidade microbiana
inadequada. Em muitas comunidades no presente estudo, pocos tubulares sdo utilizados
como forma de abastecimento coletivo da regido, e a dgua captada e distribuida a
populacdo em algumas comunidades ndo passa por processo de filtracdo, e ndo conta com
sistema ativo de desinfeccdo, podendo armazenar por longos periodos 0s virus presentes
nessa fonte.

Por mais que a detecgdo tenha tido prevaléncia em pocos tubulares, ndo se deve
ignorar a ocorréncia da contaminacdo em pogos rasos escavados. Tais po¢os possuem
menores profundidades e muitas vezes ndo tém fatores de protecdo, logo falhas nas
tubulacdes e/ou transbordamento de fossas sépticas, presenca de animais ao entorno e

contaminantes da superficie podem ser levados para os pocos através das precipitacoes,
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aumentando a contaminacgédo viral nesta fonte (Gotkowitz et al. 2016; Murphy, et al.
2020).

Para a utilizacdo da agua de pogo para consumo humano ou para abastecer
processos produtivos, é necessario passar por processos de tratamento para que, assim
atenda aos parametros de potabilidade da portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio de 2021,
do Ministério da Sadde. Além da filtragdo, na etapa de desinfeccdo, é possivel usar
tecnologias como o sistema UV e o gerador de ozonio industrial. Por fim, um sistema de
cloracdo € essencial. Esse processo consiste, geralmente, na adicdo de uma solugédo de
hipoclorito de sédio a &gua a fim de gerar cloro residual livre no sistema, podendo ser
feito através de bombas dosadoras ou pastilhas (BRASIL 2021).

As aguas subterraneas, ao contrario das superficiais, sdo um ambiente mais estavel
sofrendo com poucas mudancas nos seus parametros fisico-quimicos, constituindo uma
matriz favoravel para a sobrevivéncia dos virus (Panizzolo et al. 2022). No estudo de
Steyer et al. (2011), a prevaléncia de RV em 4&guas subterrdneas foi maior que em
superficiais. De fato, sua presenca em fontes subterraneas pode ser encontrada em até sete
meses apds sua contaminacado (Espinosa et al. 2008). Nenhum dos virus pesquisados neste
estudo foi encontrado nas matrizes superficiais e por caminh&o pipa, que é abastecido por
matrizes superficiais.

Em aguas superficiais, a maioria dos microrganismos patogénicos e virus sdo
prontamente inativados quando expostos a radiacao solar (luz UV). Outros fatores como
a temperatura, dessecacdo, e presenca de microbiota, contribuem efetivamente para a
decomposic¢do do patdgeno na superficie (John & Rose 2005; Krauss & Griebler 2011).
Sabe-se que estes fatores sdo capazes de desnaturar proteinas, causar danos ao acido
nucleico, ou dissociacdo do capsideo. A presenca de microrganismos aquéaticos nativos,
como as bactérias, levaria a producdo bacteriana de enzimas proteoliticas, que tem sido
sugerida como um mecanismo para a atividade antiviral das bactérias. Outros fatores,
como grande diluicdo dos virus na agua, e a presenca de inibidores da PCR também
podem ser possiveis causas pela auséncia da deteccdo (Bosch et al. 2007; Gibson et al.
2011; Pinon & Vialette 2018; Health Canada 2019). No caso do caminhdo pipa, seu
estado de conservacdo, correta higienizacdo e desinfeccdo do tanque, aléem da agua que
estd transportando, receber tratamento com cloro adicional, podem estar prevenindo a
contaminacgdo da agua pelos indicadores virais.

De todos os subtipos de fontes subterraneas, as nascentes foram as unicas em que

0 HAdV demonstrou maior prevaléncia em relagdo ao restante dos virus (11,8%). No
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estudo de Lima et al. (2021), sua prevaléncia chegou a ser maior que o presente estudo,
com 52,6%. As amostras positivas para adenovirus e rotavirus, em nascentes, encontrados
por Gonella et al. (2016), sdo explicadas pela presenca de animais em seu entorno, que
podem estar transmitindo estes agentes, ja que esta localizada em um parque ecologico.
Nascentes que estdo dispostas em regides mais baixas podem estar mais sujeitas a
contaminacfes do que em regides altas; a densidade humana e atividades agropecuarias
também séo fatores que podem levar a contaminacéo dessa fonte (Lima et al. 2021).

Em uma das comunidades que tiveram resultado positivo para contaminagéo viral
em nascente, existe um domicilio em que a fonte de agua é uma mina, porém sua agua é
levada até um pogo raso escavado. No entanto, esta nascente estava sem 0S Seus
dispositivos de protecdo, que sao cruciais para evitar a contaminagdo desta fonte por
agentes externos. Em outra comunidade onde foram feitas as coletas, que também tiveram
resultado positivo, as nascentes estavam protegidas, mas 100% dos residentes utilizavam
fossas negras/rudimentares, estando mais passiveis a contaminagdo por excretas
humanas. Ressalta-se que as fossas se encontravam praticamente no mesmo nivel do solo,
0 que poderia facilitar a entrada de agua pluvial no interior da fossa e o extravasamento
de efluente, contaminando a nascente.

O uso da agua da chuva e sua captacdo irdo variar de acordo com as condicGes
climaticas e hidrologicas, que influenciam no desenho das estruturas usadas para a sua
captacdo. A qualidade da 4gua da chuva também varia de acordo com o clima, localizacéo
geogréfica, presenca de vegetacdo e sazonalidade (Asghari et al. 2019; Yousefi et al.
2018; Luna et al. 2011). O risco de contaminagdo por microrganismos é um dos maiores
problemas associados a coleta da agua de chuva. Nas amostras de cisterna, tanto RV
guando HAdV obtiveram a mesma frequéncia de detec¢édo (15,8%).

Em todas as amostras de cisterna coletadas, Scalize et al. (2021) encontraram a
presenca de 100% das amostras com HAdV e 50% com EV. Detritos presentes nas calhas
que captam estas chuvas podem ser fontes dos virus encontrados neste estudo. Os virus
adsorvidos a estes detritos e sedimentos podem ser levados pelo fluxo de agua no telhado
e nas calhas (Staggemeier et al. 2015; Bae et al. 2019). Outras explicacdes seriam
contaminacéo fecal por passaros que defecam na superficie de captacdo e animais que
defecam proximo as cisternas (Waso et al. 2016).

Em uma das comunidades que sdo feitas as coletadas todos os moradores que
captam agua da chuva em cisternas, utilizam de fossas negras, localizadas proximas as

casas, corroborando com a hipotese de Waso et al. (2016) e Scalize et al. (2021), em que
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a contaminacao por esses virus pode ter sido através da atmosfera, por bioaerossois, ja
que a digestdo do esgoto dentro das fossas, produz gases, que podem levar a
aerossolizacdo de particulas virais presentes nas fossas e sua posterior deposi¢cdo nos
telhados.

Uma técnica comumente empregada para a melhoraria da qualidade da agua que
é armazenada em cisternas, consiste no desvio dos primeiros milimetros de chuva, para a
diminuicdo dos indices de impurezas que podem ser trazidas da atmosfera e do telhado,
que seriam conduzidas para o tanque. Entretanto, ainda é necessaria a desinfec¢do da agua
antes do seu consumo. No caso, recomenda-se duas opgOes para o tratamento dessa agua.
A primeira opg¢do conta com a filtragdo da agua (filtro de barro), sua fervura por no
minimo trés minutos e aeraracao (passagem de agua varias vezes de um recipiente para
outro). A segunda opcdo é filtrar a 4gua (com filtro de barro), desinfetar utilizando
hipoclorito de sddio a 2,5% (duas gotas para cada 1 L) e deixar descansar por meia hora
antes de seu consumo (Zanella 2015; Cerqueira et al. 2019).

A técnica de deteccdo molecular por PCR esta surgindo muito rapidamente como
um método para deteccao de virus em amostras ambientais. Comparando com a cultura
de células, as principais vantagens ao utilizar a PCR para diagnostico viral incluem alta
sensibilidade e especificidade, capacidade de detectar virus que sdo cultivaveis ou ndo, e
resultados rapidos, na ordem de horas. A principal desvantagem dos métodos de PCR é
que, ao contrario do método de cultura de células, que podem detectar potencialmente
qualquer virus infeccioso capaz de causar infec¢do na célula cultivada, o método de PCR
pode detectar potencialmente virus infecciosos e virus ndo infecciosos. Existem também
problemas associados aos limites de deteccdo e inibicdo ambiental. Acidos hdmicos e
falvicos, metais pesados e compostos fenolicos presentes no meio ambiente podem inibir
a atividade da enzima polimerase (Fong & Lipp 2005; Hsu et al. 2009; Haramoto et al.
2018).

Neste estudo, 0 método para concentragao das amostras é baseado na estrutura do
virus, dessa forma, a deteccdo de material genético livre serd reduzida, contudo nédo
significa que a estrutura viral seja infecciosa (Hamza et al. 2009; Fongaro et al. 2013).
Logo, o genoma viral detectado pode ndo ser considerado risco a saude da populacéo
devido a infeccdo pelo virus em especifico, porém revela que ha contaminacao fecal e
riscos que estdo associados a ela (La Rosa et al. 2017).

Algumas medidas como uso de ponteiras de pipeta resistentes a aerossois ou

pipetas de deslocamento positivo, descontaminagdo de instrumentos entre experimentos
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e separacgdo fisica de produtos pré e p6s-PCR, sdo necessarias no processamento das
amostras, evitando a contaminagdo cruzada e garantindo a qualidade dos produtos de
PCR, e assim diminuindo a taxa de resultados falso-positivos (Fong & Lipp 2005).

O corante SybrGreen® é um corante de fluorescéncia que se liga em qualquer
DNA de fita dupla, emitindo sinal somente quando ligado. A cada ciclo de PCR que
aumenta a quantidade de fragmentos de DNA, maior seu sinal de fluorescéncia. Uma
desvantagem no uso desse corante é que as sondas de oligonucleotideos usadas as vezes
ndo sdo tdo especificas quanto deveriam, causando ruido que ocorre devido a
amplificacdo de DNA ndo viral e/ou amplificacdo inespecifica (Ibrahim et al. 2021).

Devido a isso, 0 método TagMan® foi proposto para corrigir esse problema. Seu
método baseia-se na fluorescéncia através de sondas de DNA, especificas para o
fragmento de DNA. Esta sonda contém um marcador de fluoréforo que é liberado e se
torna ativo quando a sonda se liga ao seu alvo. Portanto, a medida que mais DNA viral é
amplificado a cada ciclo de PCR, mais fluoréforo € liberado e o sinal é aumentado. Sua
utilizacdo ndo é tdo abrangente, devido a seu alto custo quando comparado ao
SybrGreen® (Ibrahim et al. 2021).

Neste estudo foram feitas pesquisas utilizando-se os dois métodos. Ao contrario
do que foi encontrado para SybrGreen®, a sonda TagMan® ndo conseguiu detectar as
espécies de Enterovirus pesquisadas nas amostras. Diferencas nos kits comerciais
utilizados para extracdo do material genético, substancias organicas capazes de interferir
na etapa da formagdo de cDNA para EV e RV, além de possivel degradacdo do RNA
durante o  transporte  das amostras com  provaveis  ciclos  de
congelamento/descongelamento ou mau pareamento dos oligonucleotideos utilizados,

podem ser fatores na diferenca da deteccéo.
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CONCLUSOES

Comparado aos demais indicadores virais, Rotavirus apresentou uma maior
prevaléncia nas amostras de agua (20%), principalmente em fontes subterraneas
(23,8%). Apresentou associagdo estatistica com fonte de pogo tubular raso, onde
também foi sua maior prevaléncia (32,2%). RV podem sobreviver por até sete
meses nas aguas subterraneas.

Foi observada uma menor prevaléncia de adenovirus com 9,4%, frente aos
rotavirus, sendo que em amostras de nascentes apresentou a maior indicacdo de
contaminacdo viral entre os trés virus (11,8%).

EV apresentou a menor prevaléncia, com 4,4%. Sua maior prevaléncia foi em
poco tubular raso, com 9,7%.

Nenhuma amostra para manancial superficial e caminh&o-pipa apresentou
contaminacéo pelos indicadores virais.

A maior concentracdo média em copias gendémicas/L foi encontrada por HAdV,
com 1,9x10° CG/L. Em amostras de fontes subterraneas e agua de chuva armazena
em cisterna, RV teve a maior média geométrica, com 5,3x10" e 7,4x10°,
respectivamente.

A falta ou ineficacia dos servi¢cos de saneamento basico contribuem para agravar
0s niveis de degradacdo dos ecossistemas aquaticos e a disseminacgdo viral no
ambiente. Ao todo, 30% das amostras tiveram contamina¢do por um dos
indicadores virais. Os resultados deste trabalho revelam a necessidade de um
maior incentivo aos servicos de saneamento basico em areas rurais, além da
adocdo de um ou mais métodos para o tratamento de agua citados ao longo do
trabalho junto com as informacdes destes virus nestas comunidades, para que se
diminuam os riscos a saude da populagdo por patdgenos de veiculacdo hidrica,

principalmente no nosso Estado.
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Abstract: Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae has become a public health problem with
therapeutic limitations and high mortality associated with comorbidities. Methods: This is a sys-
tematic review and meta-analysis with a search in PubMed, SciELO, and Lilacs. Ten articles were
selected, considering cohort, case-control, and cross-sectional studies. Tests for proportions and
relative risk of mortality were performed, considering a 5% threshold for significance. Statistical
analyses were performe dusing Rstudio® software, version 4.0.2 of Ross Thaka and Robert Genleman
in Auckland, New Zealand. Results: Klebsiella preumoniae, associated with chronic kidney disease,
was responsible for 26%/258 deaths, chronic lung disease 28%/169, diabetes 31%/185, liver disease
15%/262, and heart disease 51%/262 deaths. Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae associated
with chronic kidney disease was responsible for 49%/83 deaths, with diabetes 29%/73, and with
liver disease 33%/73 deaths. The risk of death from carbapenem-resistant Kiebsiella pneumoniae was
twice as high as the number of deaths associated with carbapenem-sensitive Klebsiella pneumoniae,
RR = 2.07 (p <0.00001). Conclusions: The present study showed an increase in mortality from
carbapenem-resistant Klebsiella pneumoninse when associated with comorbidities.

Keywords: mortality; health public; Klebsiella pneumoniae; carbapenems

1. Introduction

Antibiotic resistance is a major health problem, especially when it comes to the control
of infections caused by microorganisms that were sensitive to antimicrobials. Many mi-
croorganisms, especially bacteria, have become resistant to almost all clinically important
antimicrobials. The biggest problem is that the pharmaceutical industry does not have
enough new drugs to complement the growth of resistance of these microorganisms, such
as K. pneumoniae. The growing number of cases of antibiotic-resistant Klebsiella pneumoniae
infections stands out as a worldwide health problem, presenting as a clinically important
bacterium causing pneumonia in hospital environments [1].

The resistance of K. pneunoniae is a consequence of the presence of extended-spectrum
f-lactamases (ESBLs), described as enzymes that, through plasmid mediation, confer resis-
tance to penicillins and cephalosporins, including combinations of sulbactam, clavulanic
acid, and monobactams. ESBLs are commonly detected in strains of Klebsiella pneumo-
niae, qualified as an opportunistic pathogen, the etiologic agent of serious infections in
hospitalized patients, with emphasis on patients with compromised immunity to serious
diseases. K. preumoniae capable of producing p-lactamase was first detected in Germany in
1983, and there has been a steady increase worldwide in subsequent decades [1,2].
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Resumo
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