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RESUMO

A Lagoa da Conceicao, localizada na por¢ao central-leste da ilha de Santa Catarina é
um ponto turistico, cenario de uma paisagem deslumbrante aliada a uma alta
produtividade econdmica, principalmente associada as atividades pesqueiras e
turisticas, que fornece sustento a diversas familias. Pela sua ligagdo com o mar, a
Lagoa da Conceicdo representa um ecossistema dinamico, definido pela constante
troca de aguas entre a lagoa e o oceano. Em janeiro de 2021, ocorreu 0 rompimento
da barragem de contencao da lagoa de evapoinfiltracdo da Estacao de Tratamento de
Esgoto (ETE) Lagoa da Conceicéo, lancando um grande volume de esgoto no interior
da Lagoa da Conceicdo. Apesar dessa lagoa de evapoinfiltracdo da ETE ser um local
de armazenamento de efluentes de esgoto ja tratados, existe o risco de contaminagao
da Lagoa da Conceicao por patdgenos entéricos ou respiratorios excretados em fezes
humanas sendo estes resistentes aos processos de tratamento de esgoto aplicado
em ETEs convencionais. Este estudo teve como objetivo monitorar virus entéricos e
respiratérios humanos presentes na Lagoa da Conceicdo apds este evento de
extravasamento e determinar se ha tendéncia de reducédo da presenca viral com base
na recirculagdo de agua e na resiliéncia da lagoa. Para tanto, foram coletadas
amostras de agua em trés pontos ao longo da orla da Lagoa da Conceicao
quinzenalmente durante 0s sete meses seguintes ao evento (fevereiro até
agosto/2021). As amostras de agua foram concentradas pelo método de floculagéo
organica usando leite acidificado. Foram investigadas a presenca de virus entéricos
e respiratérios infecciosos (Enterovirus e Mastadenovirus humanos) nestas amostras
por cultivo celular, como também a presenca e quantificacdo das copias gendmicas
dos virus entéricos (Virus da Hepatite A; Rotavirus A; Norovirus humano genogrupos
| e 1) e de respiratdrios (Mastadenovirus humano e SARS-CoV-2), por técnica
molecular (PCR em tempo real). Foram detectados enterovirus infecciosos e
mastadenovirus humanos em 68,7% e 6,25%, respectivamente, nas amostras
analisadas. N&do foram detectados nenhum dos virus investigados por PCR em tempo
real, nas amostras. A presenca de virus entéricos nas amostras analisadas demonstra
a contaminacdo da Lagoa da Conceicdo por patdgenos virais, cuja presenca foi
detectada mesmo sete meses ap0s a ocorréncia do extravasamento de esgoto na
Lagoa da Conceicdo. A presenca de enterovirus nas amostras foi mais expressiva nos
meses imediatamente posteriores a este evento, tornando-se mais escassa apds 0S
primeiros quatro meses subsequentes ao extravasamento. Essa dindmica de
deteccdo sugere a existéncia de sistemas de renovacdo da agua da Lagoa da
Conceicdo por meio da recirculacdo de aguas e da vazao através do contato com o
mar, reduzindo o efeito da contaminacdo por patégenos presentes nos efluentes
sanitarios. Mesmo com essa dinamica, € necessario implementar um sistema de
vigilancia em saude que inclua analise viroldgica para que seja possivel identificar os
patogenos contaminantes em tempo habil para evitar a disseminacéo de doencas para
a populagéo.

Palavras-chave: monitoramento ambiental, virus entéricos e respiratorios, lagunas
costeiras.



ABSTRACT

Lagoa da Conceicédo, located in the central-eastern portion of the island of Santa
Catarina, is a tourist spot with a stunning landscape combined with high economic
productivity, mainly associated with fishing and tourist activities, which provide
sustenance to several families. Due to its connection with the sea, Lagoa da Concei¢éo
represents a dynamic ecosystem, defined by the constant exchange of water between
the lagoon and the ocean. In January 2021, the containment dam of the
evapoinfiltration pond of the Sewage Treatment Plant (STP) Lagoa da Conceicao
ruptured, releasing a large volume of sewage into Lagoa da Conceic¢do. Although this
STP evapoinfiltration lagoon is a storage place for already treated sewage effluents,
there is a risk of contamination of Lagoa da Concei¢cdo by enteric or respiratory
pathogens excreted in human feces, which are resistant to the sewage treatment
processes applied in conventional STPs. This study aims to monitor human enteric
and respiratory viruses present in Lagoa da Conceicéo after this extravasation event
and to determine if there is a tendency of viral reduction based on water recirculation
and the resilience of the lagoon. For this purpose, water samples were collected at
three points along the edge of Lagoa da Conceicao every two weeks during the seven
months following the event (February to August/2021). The water samples were
concentrated by the organic flocculation method using acidified milk. The presence of
infectious enteric and respiratory viruses (Enterovirus and Human mastadenovirus) in
these samples by cell culture, as well as the presence and quantification of genomic
copies of enteric (Hepatovirus A; Rotavirus A; Human norovirus genogroups | and II)
and respiratory viruses (Human mastadenovirus and SARS-CoV-2), by molecular
technique (real-time PCR) were investigated. Infectious enteroviruses and human
mastadenovirus were detected in 68.7% and 6.25%, respectively, of the analyzed
samples. None of the viruses investigated by real-time PCR were detected in the
samples. The presence of enteric viruses in the analyzed samples demonstrates the
contamination of Lagoa da Conceicdo by viral pathogens, whose presence was
detected even seven months after the occurrence of the sewage overflow in Lagoa da
Conceicéo. The presence of enteroviruses in the samples was more expressive in the
months immediately following this event, becoming scarcer after the first four months
following the extravasation. This detection dynamics suggest the existence of water
renewal systems in Lagoa da Conceicao through water recirculation and flow through
contact with the sea, reducing the effect of contamination by pathogens present in
sanitary effluents. Even with this dynamic, it is necessary to implement a health
surveillance system that includes virological analysis so that it is possible to identify
contaminating pathogens in a timely manner to prevent the spread of diseases to the
population.

Keywords: environmental monitoring, enteric and respiratory viruses, brackish lagoon.
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1 INTRODUCAO

A Lagoa da Conceigdo constitui uma bacia hidrografica localizada na porcao
central-leste da Ilha de Florianopolis. E um ecossistema caracteristico de laguna
costeira, separado do oceano por porcdes de terras e com ligacdo com o0 mar atraves
do Canal da Barra. Devido a interacédo entre a agua doce continental e a agua salgada
oceanica, a Lagoa da Conceicéo se destaca por sua produtividade e complexidade,
representando grande importancia ambiental, social e econémica para 0 municipio e
provendo sustento aos que dependem da atividade turistica e pesqueira da regiao
(FONSECA et al., 2000). O uso de seus recursos, no entanto, tem se intensificado nos
altimos anos gracgas ao crescimento desordenado da populagéo (SILVA, 2010a).

A bacia hidrogréafica que compreende a Lagoa da Concei¢cdo possui
aproximadamente 80 kmz dispostos em uma faixa alongada no sentido norte-sul, com
cerca de 20 km2 sendo ocupados pelo corpo hidrico (GODQY, 2009). A Lagoa da
Conceicdo é limitada a oeste por morros de baixa estatura com até 500 metros de
altitude e a Leste por vegetacdo de restinga que ocupa a faixa entre a Lagoa da
Conceicdo e o Oceano Atlantico. A profundidade média das aguas da Lagoa da
Conceigao é de 1,7 metros, sendo que cerca de 30% da totalidade do corpo d’agua
possui profundidade inferior a 1 metro e a area com maior profundidade atinge 8,7
metros. A Lagoa da Concei¢do possui cerca de 35 afluentes de dgua doce, sendo o
Rio Jodo Gualberto Soares o principal (SILVA, 2010a).

Por ter ligacdo com o mar, a Lagoa da Conceicdo representa um ecossistema
dindmico, cujas caracteristicas sédo definidas pela constante troca de agua entre a
laguna e o oceano. Essa capacidade de renovacéo esta intimamente relacionada com
a saida do material organico acumulado na lagoa e, consequentemente, com a
qualidade da agua. Com o adensamento populacional observado na regido do entorno
da lagoa nos ultimos anos, € possivel que a quantidade de dejetos e residuos que
estdo sendo despejados em suas aguas supere sua capacidade de renovacao. A
deterioracdo desse ambiente ira prejudicar ndo somente a comunidade que depende
da lagoa como fonte de renda, mas também 0s organismos presentes nesse bioma
(SOUZA JUNIOR, 2021).

Localizada na margem sudeste da lagoa estd a Estacdo de Tratamento de
Esgoto Lagoa da Conceigéo, que atualmente atende cerca de 16.500 moradores. Os



16

efluentes coletados por esta unidade sao direcionados a tanques de aeracao, onde a
presenca de oxigénio dissolvido, em associacdo com a agitacdo mecanica e a acao
de microrganismos, irdo levar a formacao de flocos. Com a sedimentacdo destes
flocos h& a formacéo do lodo ativado, que € direcionado a um tratamento especifico.
ApoOs o tratamento destes efluentes, estes sdo depositados em uma lagoa de
evapoinfiltracdo localizada a 350 metros da Lagoa da Conceicdo. Dada a proximidade
da &rea de descarte de esgoto tratado e da lagoa, bem como a superficialidade do
lencol freatico da regido, ha o risco de transmissdo de contaminantes tanto para a

Lagoa da Conceicéo, quanto para aguas subterraneas (SANTOS, 2018).

Figura 1 - Localizacdo da Lagoa da Conceicao e da ETE Lagoa da Conceicéo

Fonte: Google Earth

Dia 25 de janeiro de 2021, o talude de areia que sustentava a lagoa de
evapoinfiltracdo, destino dos efluentes apés o tratamento, se rompeu, causando
inundacao da area e liberando um imenso volume de agua residuéaria para o interior
da laguna. Apesar do liquido extravasado ser proveniente do esgoto ja tratado, ele
pode conter patdgenos residuais que resistiram ao tratamento, além de altissimas
concentracbes de matéria organica (ZANATTA, 2014). A abrupta deposi¢cdo de um
grande volume de efluentes com potencial para presenga de contaminantes bioldgicos
e quimicos em uma lagoa que ja sofria processo de eutrofizacdo contribui para o
decaimento de sua qualidade e oferece riscos a populacdo que utiliza esse recurso

(BOTANICA, 2021). A Figura 2 traz retratos dos momentos que sucederam ao
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rompimento da barragem e extravasamento de seu contelddo para a Lagoa da

Conceicéo.

Figura 2 - Avenida das Rendeiras e ruas perpendiculares a ela momentos

apos o evento de extravasamento

Andlises microbiolédgicas da qualidade da agua da Lagoa da Conceicdo apos o
evento de extravasamento ocorrido sao imprescindiveis para averiguar a possivel
presenca de patdgenos entéricos e respiratorios. E preciso determinar a incidéncia
desses microrganismos nesse ambiente, bem como compreender seu
comportamento, risco de infeccdo e averiguar se os modelos de tratamento de dejetos
rotineiros estao sendo eficientes. A proposta deste estudo é realizar o monitoramento
da presenca de virus entéricos e respiratdrios humanos na Lagoa da Concei¢ao apés
0 extravasamento de efluente sanitario. Devido a conectividade com o oceano e a
auséncia de a¢fes de mitigacdo do risco sanitario, especula-se que ocorra a tendéncia
de reducdo da contaminagdo resultante exclusivamente da troca de agua e da
resiliéncia da lagoa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CONTAMINACAO DE AMBIENTES HIDRICOS

Devido a questbes historicas relacionadas a ocupacao territorial,
aproximadamente 50% da populacdo mundial reside na regido litoranea (KORAJKIC
et al., 2018). No Brasil sdo 50,7 milhdes de cidadaos localizados na area costeira do
pais, representando mais de 25% da populagéo total brasileira (IBGE, 2011). Na
regido litorAnea estdo presentes importantes atividades de diversos setores
econdbmicos, como pesca, turismo, extracdo de petréleo e gas natural, além de
servicos gerais relacionados a manutencdo da populacdo que reside nesta area
(IBGE, 2011). O grande adensamento populacional concentrado no litoral do pais gera
impactos para este ambiente, principalmente relacionado com o descarte de grandes
volumes de efluentes sanitarios tratados e, em grande proporcao, ndo tratados, em
corpos hidricos. Em relacdo as regides da federacdo, enquanto a regido Sudeste
possui 96,5% dos municipios assistidos por rede coletora de esgoto, na regido
Nordeste este valor cai para 52,7%, na regidao Sul 44,6% e a regido Norte apenas
16,2% de cobertura (IBGE, 2017).

Ambientes de lagunas costeiras sdo ecossistemas extremamente produtivos,
tanto no ambito econdmico quanto ecoldgico, porém que sofrem com intensa acao
antrépica devido a sua localizagdo proxima ao litoral (NEWTON et al., 2014). Gracas
a urbanizacéo e ao adensamento populacional, os cidadaos se voltam para as lagunas
costeiras para atividades turisticas, recreativas e econémicas (SCHERNEWSKI et al.,
2017). Como consequéncia dessa ocupagado em torno das lagunas costeiras, estes
ambientes acabam sendo alvo de descarte inapropriado de efluentes sanitérios, o que
acaba aumentando a concentracdo de matéria organica e microrganismos que estao
presentes no esgoto, no interior da laguna (KATARZYTE et al., 2018).

Além da grande parcela de residuos sanitarios que nao sdo coletados e
acabam sendo diretamente descartados no ambiente, estes dejetos que acabam
sendo coletados também sao descartados em corpos de agua apds o tratamento
(HENDRICKS E POOL, 2012). No entanto, os métodos de tratamento comumente
aplicados em ETEs podem ser ineficientes na completa remoc¢éo dos patdégenos
presentes (SIDHU et al., 2017). A falta de infraestrutura sanitaria que garanta que
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estas aguas residuais nao estejam contaminando o ambiente, aliada a baixa cobertura
do sistema de coleta e tratamento de esgoto, acabam inserindo patdégenos em
recursos hidricos com que a populacdo posteriormente entrar4d em contato direta ou
indiretamente (SINCLAIR et al., 2009; FONG et al., 2010).

Os efeitos da contaminacdo microbiana séo intensificados quando esta ocorre
em um ambiente de laguna, quando comparado com o0 oceano. Estes corpos hidricos
continentais possuem caracteristicas ambientais especificas que aumentam o risco
potencial de exposi¢cdo a poluentes, como a alta turbidez, a baixa profundidade, a
grande concentracdo de matéria organica e a reduzida diluicho dos contaminantes
(KATARZYTE et al., 2018). Sabe-se que a turbidez e a alta concentracdo de matéria
organica favorecem a resisténcia de coliformes fecais (KATARZYTE et al., 2018;
PERKINS et al., 2016). A turbidez, advinda da presenca de altas concentragdes de
particulas suspensas, também propicia a persisténcia de virus, principalmente
entéricos, nestes ambientes, ja que possuem a tendéncia a se agregarem em
particulas sdlidas para evitar fatores inativantes (HEJKAL et al., 1981).

A Lagoa da Conceigéo se caracteriza como um ambiente de laguna devido a
sua localizacdo costeira, baixa profundidade das aguas e conexao limitada com o mar
através do Canal da Barra (WINGE et al., 2022). Devido ao contato entre 4gua doce
continental e 4gua salina oceanica, a Lagoa da Conceicdo possui teor de salinidade
que a classifica como sendo uma laguna de aguas salobras, com salinidade entre 0,5
e 30 partes por mil. Os corpos de agua salobra, por sua vez, ainda podem ser
classificados entre quatro diferentes classes, dependendo da funcéo e do uso desses
ambientes aquaticos. As aguas salobras pertencentes a Classe | sdo destinadas a
atividades recreativas de contato primario, atividades pesqueiras, abastecimento para
consumo humano e irrigacéo de hortalicas. Corpos hidricos da Classe |l sdo utilizados
para atividades recreativas de contato secundario e atividades pesqueiras de carater
amador. Aguas da Classe Il sdo utilizadas exclusivamente para navegacdo e
paisagismo e, por fim, a ultima classe, caracterizada como “Classe Especial”, contém
ambientes aquaticos mantidos sob unidades de conservacao de protecao integral, ndo
sendo permitido o uso para atividades recreativas ou pesqueiras (CONAMA, 2005).

Devido a atividade pesqueira e recreativa desenvolvida na Lagoa da
Conceicéo, com praticas esportivas que exigem o contato direto com as aguas desta

laguna, como natacéao e mergulho, a Lagoa da Conceicéao é classificada como laguna
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salobra de Classe I. Os padrfes de balneabilidade exigidos para esta classe de aguas
salobras estabelecem faixas de valores de parametros fisico-quimicos, bem como a
presenca de substancias organicas e inorgéanicas, considerados aceitaveis. Alguns
dos parametros exigidos pelo CONAMA para avaliacao do padrédo de qualidade da
agua para lagunas salobras de Classe | séo pH entre 6,5 e 8,5, oxigénio dissolvido
superior a 5 mg/L, auséncia de 0leos, graxas, materiais flutuantes, substancias que
produzem cor, odor e turbidez e residuos solidos, e presenca de até 250 UFC/100 mL
de coliformes termotolerantes (CONAMA, 2005).

Apesar de ja serem bem discutidos os potenciais riscos relacionados a
contaminacdo de corpos hidricos por microrganismos presentes no esgoto, a
legislacéo referente a balneabilidade desses ambientes aquaticos necessita de
melhorias. O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), responsavel por
aconselhar o governo federal no que diz respeito as acdes que envolvem a integridade
ambiental do pais, sugere a verificacdo do padréo de qualidade da agua apenas
visando parametros fisico-quimicos e presenca de bactérias termotolerantes
(CONAMA, 2000). A legislacdo em vigéncia, que trata sobre a questdo da
balneabilidade no Brasil, € a Resolugdo n°® 274 de 2000. Mesmo ocorridas
modificacdes, representadas pelas resolucdes n® 357 (2005), n° 393 (2007), n°® 397
(2008), n°® 410 (2009) e n° 430 (2011), ndo houve mudancas no que diz respeito a
analise microbiolégica da agua (CONAMA, 2000; CONAMA, 2005; CONAMA, 2007;
CONAMA, 2008; CONAMA, 2009; CONAMA, 2011).

Apesar de terem sido selecionados como agentes indicadores de
contaminacdo fecal, o padrdo bacteriologico ndo € eficiente em determinar se ha
presenca de contaminacao viral, ja que ndo parece haver correlacdo entre infeccédo
bacteriana e viral em corpos d’agua (FORMIGA-CRUZ et al., 2005; SINCLAIR et al.,
2009). Inclusive, sdo diversos os casos de surtos de doencas virais relacionados ao
contato ou consumo de agua que estava em conformidade com o padrao
bacteriologico (BROOKS et al., 2005; RIGOTTO et al., 2010). Comparando com 0s
indicadores bacterianos utilizados atualmente para avaliar a qualidade da agua, as
particulas virais séo, no geral, mais resistentes a processos de filtragem e cloragéo,
usualmente utilizados em ETEs (WHO, 2011). A resisténcia a variacdes de pH e

temperatura também contribui para que permanecam infecciosos por até 120 dias em
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agua doce e 130 em agua marinha, superando o tempo em que os coliformes
permanecem viaveis (KOCWA-HALUCH, 2001).

Em julho de 2021, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) langcou um guia
com sugestdes para andlise do padrdo da qualidade de aguas utilizadas para fins
recreativos. Neste documento € reconhecida a grande prevaléncia de agentes virais
em surtos de doencas relacionadas ao contato com aguas recreativas. Nesse sentido,
a OMS sugere a avaliagdo da presenca de virus como mastadenovirus humanos,
enterovirus e reovirus, ja que sdo grupos que facilmente se replicam na cultura celular
(WHO, 2021).

Os virus presentes em efluentes sanitarios sdo principalmente aqueles
excretados nas fezes de individuos infectados sintométicos ou assintométicos. Além
do Brasil ainda ter uma parcela significativa de municipios que nao sédo atendidos
pelos sistemas de coleta e tratamento de esgoto, muitos dos virus excretados em
fezes de individuos acometidos sdo resistentes aos processos de tratamento
convencionais que séo utilizados em ETEs (BOSCH et al., 2008). Nesse sentido,
através do descarte de esgoto tratado ou ndo-tratado no ambiente, estes virus podem
vir a contaminar o ambiente marinho, aguas continentais como rios e lagoas de agua
doce ou salobra, agua subterranea, entre outros recursos hidricos (SINCLAIR et al.,
2009).

2.2 VIRUS ENTERICOS E RESPIRATORIOS

Os virus entéricos sao patdgenos pertencentes a diferentes familias de virus,
agrupados devido ao fato que se replicam principalmente no trato gastrointestinal do
hospedeiro, sendo transmitidos através da via fecal-oral (FONG E LIPP, 2005). Séo
excretados em altas concentracfes nas fezes de individuos infectados sintomaticos
ou assintomaticos (10 particulas virais por grama de fezes) (BOSCH, 2008). Estes
patdogenos podem ser encontrados naturalmente em ambientes aquaticos, porém
comumente atingem estes locais devido a atividades humanas, como vazamento ou
descarte inapropriado de esgotos e sistemas sépticos, através do escoamento
agricola e urbano e a descarga de aguas residuais de embarcacdes. O contato de
efluentes sanitarios com recursos hidricos através do descarte inapropriado ou da
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infiltracdo pelo solo é o principal causador da contaminacdo ambiental por virus
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entéricos (FONG E LIPP, 2005). Alguns dos principais integrantes deste grupo sao os
norovirus, rotavirus, enterovirus, virus da hepatite A e mastadenovirus humanos
(BOSCH, 1998).

Embora os sintomas das infec¢des por virus entéricos normalmente se limitem
a diarreias e gastroenterites restritas a humanos, eles também podem causar
infeccbes respiratérias, conjuntivites, hepatites e doencas com altas taxas de
mortalidade como meningite asséptica, encefalite e paralisia em individuos
imunocomprometidos (BOSCH, 1998). Alguns géneros de virus entéricos como
Rotavirus, Astrovirus e Norovirus possuem potencial zoonético, podendo ser
compartilhados entre populacbes humanas e animais, mas a maioria dos virus
entéricos possui transmissao intraespecifica (TAYLOR et al., 2001; MARTELLA et al.,
2010; DE BENEDICTIS et al., 2011; IBRAHIM et al., 2022).

Como os virus entéricos ndo sao capazes de se replicar fora de uma célula
hospedeira, a remocéao eficiente destes patdgenos em estacfes de tratamento de
efluentes sanitarios contribui de forma significativa evitando a disseminacao destes
agentes infecciosos. Interrompendo a via de transmissdo através do tratamento
eficiente de efluentes, é possivel evitar a contaminacéo de diversas rotas ambientais,
como pela ingestdo de agua potavel, contato com aguas recreacionais ou consumo
de bivalves filtradores (SANO et al., 2016).

A completa remocédo destes patdgenos dos efluentes sanitarios, no entanto, €
uma tarefa dificil de se atingir. Além de serem excretados em altas concentracdes nas
fezes de individuos infectados, os virus entéricos resistem a grandes variacfes de
condicbes ambientais, bem como aos processos rotineiros de tratamento aplicados
(HARAMOTO et al., 2018). Tratamentos de desinfeccao utilizando filtracdo, cloragéo,
radiacdo UV e ozonizacdo ndo apresentam completa eficAcia na remocéo de virus
entéricos de residuos sanitarios devido as caracteristicas fisico-quimicas das
particulas virais (WHO, 2011). Considerando que menos de 10 particulas virais sdo
suficientes para causar infecgbes, 0s virus entéricos acabam se tornando uma
preocupacao no que diz respeito a saude publica e ao uso da agua (KIRBY et al.,
2015; THEBAULT et al., 2013).

Além de sua presenca indesejada nos recursos hidricos, os virus entéricos
possuem a tendéncia a se acumular no sedimento, tornando o fundo de rios e lagoas
uma potencial fonte de particulas infecciosas (MACKOWIAK et al., 2018; SKRABER
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et al., 2009). Os sedimentos agem como reservatorio destes virus, protegendo-os de
fatores inativantes, como enzimas e radiacdo UV (GANTZER et al.,, 1998), e
aumentando sua persisténcia inclusive enquanto sédo ressuspendidos na coluna
d’agua por fendmenos naturais ou artificiais (ELMAHDY et al., 2016; RZEZUTKA E
COOK, 2004). A resisténcia dos virus entéricos quando aderidos a particulas sélidas
pode atingir meses, fazendo com que consigam percorrer longas distancias no
ambiente aquético sem perder a viabilidade (RAO et al., 1986).

Apesar de subnotificados, os virus entéricos tém sido reconhecidos como
agentes causadores de muitos casos de gastroenterites ndo bacterianas, sendo
isolados e relacionados a surtos originados de fontes de agua potavel, aguas
recreacionais, aguas subterraneas, rios urbanos e mariscos recolhidos de aguas
contaminadas (BOSCH, 1998; FONGARO et al., 2015; LE GUYADER et al., 2008;
SINCLAIR et al., 2009). A grande resisténcia as condi¢cdes ambientais desfavoraveis
e aos tratamentos rotineiros aplicados em ETES, a pequena dose infecciosa e a alta
concentracdo com que sao excretados nas fezes torna os virus entéricos patégenos
de importancia no que diz respeito a qualidade da 4gua e saude da populacdo (FONG
E LIPP, 2005; SINCLAIR et al., 2009).

A avaliacdo da presenca de virus respiratorios no ambito da contaminacao
ambiental é importante devido a existéncia de patdgenos como 0s mastadenovirus
humanos e o0s coronavirus que, apesar de possuirem tropismo pelo sistema
respiratério, também sé@o encontrados nas fezes de individuos infectados. O género
Mastadenovirus humano contém virus que possuem tropismo entérico, respiratorio e
ocular, cuja transmissdo ocorre através do contato com fezes, urina ou goticulas
respiratérias de individuos infectados. Apesar de também acometer o0 sistema
respiratério, causando infec¢cdes em brénquios, faringe e pulmdes, os Mastadenovirus
humanos sao excretados nas fezes, gerando preocupa¢des quanto a contaminacao
ambiental.

De forma semelhante aos Mastadenovirus humanos, o virus causador da
Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2 que teve inicio no final de 2019 e que, em
novembro de 2022, jA acometeu quase 650 milhdes de individuos em todo o mundo,
também é um virus respiratorio cuja presenca € detectada nas fezes de pacientes
acometidos pela doenca. De forma contraria ao Mastadenovirus humano, no entanto,

a transmissdo de SARS-CoV-2 parece ocorrer exclusivamente através do contato
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interpessoal e com goticulas respiratorios, ndo havendo confirmacdes de casos cujo
contagio ocorreu por meio da rota fecal-oral.

O evento de extravasamento ocorrido na Lagoa da Concei¢&o no inicio do ano
de 2021 gera preocupacdes quando a contaminagdo deste ambiente por virus
entéricos e respiratorios justamente pelas propriedades destes patdgenos. A baixa
dose infecciosa, a alta taxa com que sdo excretados por individuos infectados, a
tendéncia a se agregarem a particulas solidas para protecdo, a alta resisténcia a
variacoes de condi¢cdes ambientais e a tratamentos aplicados rotineiramente em ETES
sao caracteristicas deste grupo de virus que faz com que se tornem um risco para a

qualidade sanitaria da Lagoa da Conceicao

2.2.1 Enterovirus

Os Enterovirus sdo um género viral pertencente a familia Picornaviridae,
composto por 15 espécies com cerca de 175 sorotipos diferentes. O género é
subdividido entre as espécies de Enterovirus A-L, que sdo transmitidos através da rota
fecal-oral, e os Rhinovirus A-C, classificados como virus respiratorios (ICTV, 2021). O
grupo dos enterovirus foi criado para abrigar uma nova classe de virus encontrados
em fezes humanas que causavam lesdes no Sistema Nervoso Central (SNC), os
poliovirus (MELNICK, 1993). A poliomielite, doenca causada pela infeccdo por
poliovirus, foi inicialmente descrita por Michael Underwood ainda em 1789. Anos
depois, j& em 1843, ocorre a primeira epidemia de poliomielite nos Estados Unidos,
que é seguida de diversos casos isolados até o inicio dos século XX, onde as
condicbes de higiene e saneamento sofrem uma melhora consideravel
(TULCHINSKY, 2018).

As primeiras tentativas de isolamento e caracterizacao dos poliovirus tiveram
inicio em 1908, quando pesquisadores como Landsteiner e Flexner buscaram
compreender a forma como ocorria a transmissao deste entdo desconhecido
patdgeno causador de lesdes no SNC. Através de experimentos onde macacos eram
infectados com poliovirus, Landsteiner e Flexner chegaram, de forma paralela, a
conclusao que se tratava de um virus respiratério, adquirido através da via nasal e
gue migrava diretamente para o SNC (MELNICK, 1993).
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Ja em 1932, Paul e Task encontraram uma alta carga viral referente a
presenca de poliovirus em fezes de individuos infectados, o que passou a levantar
suspeitas sobre a rota de transmissao ser possivelmente fecal-oral. Anos depois, sob
a ardua tarefa de classificar este patégeno, o Comité Internacional de Nomenclatura
decidiu, baseado nas similaridades quimicas e fisicas, na resisténcia ao éter e no
comportamento similar ao de outros virus transmitidos através da rota fecal-oral, que
os poliovirus se tratavam de virus entéricos. Dessa forma, o género Enterovirus foi
criado como uma subcategoria dentro da familia Picornaviridae (MELNICK, 1993).

Ja em 1949, John Enders € bem sucedido em replicar pela primeira vez
poliovirus em cultura de tecidos, o que possibilitou o desenvolvimento de vacinas com
0 virus inativado, como a Vacina Inativada de Poliomielite por Jonas Salk em 1950.
No ano seguinte, Salk evidencia a existéncia de 3 cepas distintas de poliovirus,
produzindo uma vacina eficiente contra os diferentes sorotipos do virus
(TULCHINSKY, 2018).

Os coxsackievirus, também pertencentes ao género Enterovirus, foram
primeiramente isolados em 1947 por Gilbert Dalldorf em fezes de criangas com
sintomas semelhantes a poliomielite (TRACY et al., 2013; CDC, 2012). Utilizando
ratos como modelo animal, Dalldorf evidenciou que o virus ndo era neutralizado ao
aplicar anticorpos especificos para poliomielite, determinando entdo que se tratava de
uma nova espécie. Ainda trabalhando com camundongos recém-nascidos, Dalldorf foi
capaz de distinguir duas categorias de coxsackievirus, baseado na velocidade com
gue estes diferentes grupos virais levavam ao desenvolvimento de sintomas. O grupo
gue causava paralisia fatal em menos de 24 horas foi categorizado como pertencentes
a espécie Coxsackievirus A, enquanto que 0 grupo que possuia uma lenta evolugéo
da patologia, foi classificado como Coxsackievirus B (DALLDORF E SICKLES, 1948).

Assim como os coxsackievirus, os echovirus foram acidentalmente isolados
durante a tentativa de diagnosticar individuos com suspeita de poliomielite
(CHOUDHARY, 2019). Apesar de apresentarem efeito citopatico caracteristico ao
serem inoculados em cultura de tecidos, infeccbes por echovirus ndo demonstram
lesbes patoldgicas visiveis (CHOUDHARY, 2019). Devido ao conjunto de
caracteristicas que se conhecia em relacdo a estes virus, eles foram nomeados com

base no acrénimo ECHO, simbolizando que sdo virus entéricos, citopatogénicos,
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humanos e o6rfaos, ja que ndo se sabia a que padréo de doenca estavam associados
(HYYPIA E HARVALA, 2015).

Apés a realizacdo de estudos sobre a propagacao viral e isolamento em cultura
de tecidos, os echovirus foram categorizados como pertencentes ao mesmo género
gue continha os poliovirus e coxsackievirus. Essas espécies foram entdo agrupadas
dentro do género Enterovirus devido a semelhancas em suas propriedades fisico-
quimicas, como resisténcia a solventes organicos e baixos valores de pH (HYYPIA
and HARVALA, 2015).

Anos depois, alteracdes na metodologia de nomenclatura dos enterovirus
realizadas pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV) determinaram
que as novas espécies e sorotipos isolados fossem nomeados utilizando o género
seguido de um ndamero e que as espécies ja existentes fossem distribuidas entre 12
espécies de enterovirus nomeadas Enterovirus A-L (ZELL et al., 2017). Por fim, o
sequenciamento de espécies de rhinovirus evidenciou que se tratam de espécies
pertencentes ao género Enterovirus e ndo componentes de um género exclusivo
como se pensava anteriormente (KING et al., 2011; PALMENBERG E GERN, 2015).

Os enterovirus possuem particula viral ndo-envelopada, com capsideo
icosaédrico de aproximadamente 30 nm composto por 60 subunidades formadas por
4 proteinas estruturais diferentes e genoma composto por fita simples de RNA linear
com aproximadamente 7.200 - 8.500 pares de base (HARVALA et al., 2018; CASAS
et al., 2001). Os enterovirus comumente estéo relacionados a patologias que afetam
os humanos, possuindo uma alta taxa de mortalidade em criancas de até um ano
(PALACIOS et al., 2005). Devido as diferentes manifestacdes clinicas que podem
surgir em relacéo a infec¢des por enterovirus, os sintomas podem variar desde a uma
leve gripe até doencas diarreicas ou paralisia (MUEHLENBACHS et al. 2015).

A transmissao de enterovirus ocorre através da rota fecal-oral ou respiratoria,
sendo portanto relacionado com situacdes de higiene e saneamento precérios
(MUEHLENBACHS et al. 2015). Poliovirus, coxsackievirus e echovirus sdo exemplos
de enterovirus transmitidos através de agua e alimentos contaminados, sendo
excretados em altas concentracdes nas fezes de individuos infectados e resistindo a
condicbes ambientais desfavoraveis, como alteracbes de pH, temperatura e
salinidade, e processos de desinfeccdo (FONG E LIPP, 2005).
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Apesar de serem inUmeros 0s casos de enterovirus presentes em amostras
ambientais, a legislacdo brasileira ainda ndo indica como obrigatoria a avaliacao da
presenca destes patdgenos para determinacao do padrao de qualidade da agua. Os
enterovirus ja foram isolados de aguas residuais, rios, &gua marinha, pocos, agua
subterranea, agua potavel e aguas recreacionais, além de alimentos cultivados
utilizando aguas contaminadas (PIANETTI et al., 2000; BORCHARDT et al., 2003;
COSTAN-LONGARES et al., 2008; CESARI et al., 2010; OKOH et al., 2010; STEELE
E ODUMERU, 2004).

Figura 3 - Representacdo de uma particula viral de enterovirus
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2.2.2 Mastadenovirus humanos

Mastadenovirus € um género de virus da familia Adenoviridae que contém
cerca de 50 espécies responsaveis por infectar mamiferos. Dentre as espécies
contidas neste género, sete infectam humanos: Mastadenovirus humano A - G (ICTV,
2021). Foram primeiramente isolados a partir de amostras de glandulas adenoides
removidas cirurgicamente de 53 criangcas por Rowe e seus colegas (1953) em
Washington, DC (ROWE et al., 1958; WADELL, 1999). Simultaneamente, Hilleman e
Werner (1954), na tentativa de determinar qual o patdgeno causador de epidemias
semelhantes a influenza nas forcas armadas durante a segunda guerra mundial,
acabaram isolando um virus que logo determinou-se ser o mesmo isolado por Rowe

(GINSBERG, 2013). Devido ao seu isolamento a partir de cultura celular de
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adendides, o agente causador do efeito citopatico nestas células foi nomeado como
adenovirus humano (WADELL, 1999). Posteriormente, adaptacfes na nomenclatura
renomearam as espécies contidas no género Mastadenovirus, fazendo com que os
adenovirus humanos passassem a ser tratados como pertencentes as espécies
Mastadenovirus humano A - G.

Os virions de mastadenovirus séo icosaédricos, ndo-envelopados, com cerca
de 80 nm de didmetro e compostos por pelo menos 10 polipeptideos estruturais
distintos. O mastadenovirus humano é o Unico grupo pertencente aos virus entéricos
gue possuem genoma composto por DNA ao invés de RNA, sendo este caracterizado
como linear dupla-fita, contendo 33.000 - 45.000 pares de base (WADELL, 1999;
JIANG et al., 2001). As diferentes espécies de mastadenovirus humanos possuem
variados tropismos, que se relacionam com as manifestagdes clinicas. Geralmente se
replicam no trato gastrointestinal, no sistema respiratorio ou no ocular, podendo ser
adquirido através da rota fecal-oral ou respiratdria e excretado através das fezes, urina
e goticulas respiratérias (METCALF et al., 1995; JIANG et al., 2001; MENNECHET et
al., 2019).

Doencas relacionadas com infec¢cbes por mastadenovirus humanos incluem
infeccbes no trato respiratério superior e inferior, causando faringite, bronquite e
pneumonia, além de conjuntivite, cistite e gastroenterites (MENA E GERBA, 2008).
Os mastadenovirus humanos sdo o segundo maior causador de gastroenterites em
criancas em todo o mundo, perdendo apenas para os rotavirus (JIANG et al., 2001;
FONGARO et al., 2013). Estima-se que sejam o0s patdgenos responsaveis por 6 a
20% das criancas hospitalizadas com infeccdes no trato respiratério inferior (CEBEY -
LOPEZ et al., 2015; ESPOSITO et al., 2016) e por 10 a 23% das criancas
hospitalizadas com gastroenterites agudas (FISCHER et al., 2011; FLETCHER et al.,
2015; LIU et al., 2015).

Os mastadenovirus sao capazes de permanecerem viaveis em pH baixo e sob
acao de enzimas proteoliticas, fazendo com que atinjam altos titulos virais no trato
gastrointestinal (WADELL, 1999). Ao serem excretados nas fezes, estes virus se
tornam alvo de preocupacdo em relacdo a saude publica, pois apesar de serem
suscetiveis a desinfeccdo por adicdo de cloro, sédo frequentemente detectados em
aguas tratadas (THURSTON-ENRIQUEZ et al., 2003). Além de resistir ao

procedimento de desinfeccdo padrdo aplicado em estacbes de tratamento, 0s
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mastadenovirus humanos apresentam resisténcia a irradiacéo por UV (THOMPSON
et al., 2003).

Devido & sua resisténcia a condicbes ambientais desfavoraveis,
mastadenovirus humanos podem ser detectados tanto em aguas tratadas como nao-
tratadas e geralmente em altas concentracdes, sendo o virus entérico que melhor se
enquadra na funcdo de biomarcadores de contaminac¢des ambientais e de padrao de
potabilidade da agua (JIANG et al., 2001; SILVA et al., 2010b). A detec¢cdo desses
virus no ambiente pode ser determinada exclusivamente através de técnicas
moleculares, ou em associacdo com avaliacdo em cultura celular, que possui a
vantagem de determinar se estes virus ainda sado viaveis e possuem a capacidade de
infectar células permissivas (HERZOG et al., 2008; SILVA et al., 2011).

Figura 4 - Representacdo de uma particula viral de mastadenovirus humano

Fibras formadas por proteinas estruturais
- + 33 a 45 mil pares de base compondo genoma
— de DNA fita dupla

Capsideo formado por mais de 10 proteinas
estruturais diferentes

Fonte: A autora

2.2.3 Norovirus Humano

Norovirus € um dos onze géneros pertencentes a familia Caliciviridae, sendo
gue cada género abrange cerca de 1 a 2 espécies. O género Norovirus abrange uma
unica espécie, anteriormente chamada de “Norwalk virus”, que conta com cerca de
seis genogrupos, cada um subdividido entre mais de trinta genotipos. Os norovirus
dos genogrupos GlI, Gll e GIV sdo os responsaveis por infectar humanos, sendo que

0s outros géneros da familia Caliciviridae sdo capazes de infectar uma grande
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variedade de mamiferos, além de peixes, aves, cobras e anfibios (DE GRAAF et al.,
2016; VINJE et al., 2019).

Este género foi primeiramente descrito ap6és o estudo de dois surtos de
gastroenterite ocorridos em Norwalk e Columbus, Ohio, no ano de 1968. Ambas as
epidemias tiveram inicio em escolas, afetando em um primeiro momento 0s
estudantes e funcionarios, e depois passando também a infectar os familiares destes
individuos. Os principais sintomas vivenciados nestes surtos foram vomito, diarréia,
nausea e dores abdominais (ADLER E ZICKL, 1969).

Apos testarem os alimentos distribuidos nas cafeterias, a agua consumida pelo
corpo docente e discente, bem como amostras de fezes e swabs retais e de garganta
de individuos acometidos pela doenca, averiguou-se que ndo se tratava de infeccao
por Salmonella, Shigella, Escherichia coli enteropatogénica, Staphylococcus aureus
ou aeromonas. A analise das amostras fecais também né&o detectou a presenca de
parasitas intestinais. Ao determinar que ndo se tratava de uma gastroenterite
bacteriana ou parasitaria, suspeitou-se que 0s surtos ocorridos no ano de 1968
poderiam ter como origem um agente viral. Muitos pesquisadores envolvidos com
casos de gastroenterites ndo-bacterianas buscaram identificar o patégeno causador
dos surtos ocorridos em Ohio, porém avancos relevantes s6 foram atingidos em 1972,
por Albert Kapikian e sua equipe (ADLER E ZICKL, 1969; KAPIKIAN et al., 1972).

Albert infectou individuos com um filtrado do swab retal coletado de um dos
acometidos pelo surto em Norwalk, em 1968. Estes individuos desenvolveram
sintomas semelhantes ao dos pacientes, levando a conclusdo que se tratava de um
agente infeccioso filtravel, com menos de 36 nm e resistente a desinfec¢ao por éter,
acido e altas temperaturas (DOLIN et al.,, 1972). Os filtrados de amostras fecais
coletadas ainda em 1968, durante o surto, bem como destes individuos infectados
pelo filtrado de swab retal, foram analisados através de microscopia imunoeletronica,
método utilizado na época para visualizagdo de virus (KAPIKIAN et al., 1972).

ApOs estas e outras analises, envolvendo principalmente sorologia e deteccao
de anticorpos especificos para este agente viral, o pesquisador determinou que este
virus seria 0 agente causador dos surtos de gastroenterites ocorridos em Ohio em
1968. Devido a origem das amostras, este recém descrito virus foi nomeado de acordo
com a cidade Norwalk, passando entdo a ser denominado como Norwalk virus
(KAPIKIAN et al., 1972).
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Norovirus humano €, portanto, um virus entérico, transmitido pela via fecal-oral,
através do consumo de agua e alimentos contaminados ou contato com individuos
infectados (LYSEN et al., 2009). A transmiss&o através de alimentos contaminados é
particularmente importante quando relacionada ao grupo dos norovirus pois estes
patogenos ja foram identificados em tecidos de mariscos cultivados em areas
costeiras que sofrem com o descarte inapropriado de dejetos sanitarios, bem como
em frutas irrigadas com agua contaminada (LE GUYANDER et al., 2012). Apesar de
ndo apresentar graves riscos a individuos saudéaveis, os norovirus podem causar
complicacBes severas em imunocomprometidos, bem como em idosos e criancas
(TRIVEDI et al., 2013).

O genoma do norovirus humano é composto por RNA simples fita, com
aproximadamente 7.500 pares de base. Como 0s outros virus entéricos, o virion é
nao-envelopado e possui cerca de 27 nm de diametro. O nucleocapsideo possui
simetria icosaédrica, com capsdmeros com caracteristicas distintas, permitindo a
visualizacdo de seu arranjo (MORILLO et al.,, 2011). S&o virus extremamente
resistentes a condicdes ambientais desfavoraveis, permanecendo vidveis por até 120
dias em temperaturas baixas e mantendo seu capsideo estruturado e sem nenhum
dano quando submetido a tratamentos com cloro, temperaturas elevadas e variacdes
de pH (AUSAR et al., 2006; KESWICK et al., 1985; RICHARDS et al., 2012).

Figura 5 - Representacdo de uma particula viral de norovirus humano

Arranjo do nucleocapsideo com capsémeros
distintos

SELLLEEE » 7,5 mil pares de base compondo genoma de RNA
simples fita

Fonte: A autora
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2.2.4 Rotavirus A

A familia Reoviridae abriga géneros de virus que possuem capsideo
icosaédrico, porém apresentam particulas virais com formato esférico. Contém 15
géneros subdivididos entre 2 subfamilias: Spinareovirinae, que abriga os géneros que
possuem espiculas ou apéndices nos 12 vértices do icosaedro, e Sedoreovirinae,
onde estdo 0s géneros que ndo possuem projecdes em suas superficies, dando-lhes
a aparéncia de serem completamente esféricos, como os rotavirus (KING et al., 2011).
Rotavirus é, portanto, um dos seis géneros contidos na subfamilia Sedoreovirinae.

O género Rotavirus abriga dez espécies (Rotavirus A-J) classificadas de acordo
com diferengas em seus genomas (CRAWFORD et al., 2017). Dentre as espécies
existentes de rotavirus, o grupo Rotavirus A, Rotavirus B, Rotavirus C e Rotavirus H
infectam humanos, sendo o Rotavirus A, o principal causador de gastroenterites
diarreicas em criancgas, também capaz de infectar outros mamiferos e as aves (KING
et al., 2011).

Os rotavirus foram identificados como agentes causadores de grande
proporcao dos casos de doencas diarreicas que acometem principalmente criancas
por Ruth Bishop e seus colegas no ano de 1973. Realizando microscopia eletrénica,
0 grupo evidenciou a presenca de um virus circular presente em seccfes de muco
intestinal de criangcas com gastroenterite aguda (BISHOP et al., 1973). Estas
particulas apresentavam-se em grandes concentragdes, atingindo cerca de 10"
particulas virais por mL de fezes diarreicas e possuiam cerca de 70 nm de diametro
(BISHOP et al., 1974). Este virus até entdo desconhecido chegou a ser comparado
com o agente isolado de fezes de adultos descrito por Kapikian no mesmo ano,
posteriormente nomeado em homenagem a cidade onde ocorreu o primeiro surto:
Norwalk virus (norovirus). Verificou-se, no entanto, que o0 norovirus nao se
assemelhava com o patégeno isolado de fezes de criancas por Bishop (KAPIKIAN et
al., 1972).

Este desconhecido agente viral identificado por Bishop permaneceu sem nome,
até que sua aparéncia arredondada visivel através das imagens obtidas em
microscopia eletrénica levou a nomeagéo como sendo Rotavirus (rota sendo roda em
latim) (BISHOP et al., 2009). Os rotavirus logo foram relacionados com diversos outros

casos descritos em literatura sobre gastroenterites diarreicas em diversos grupos
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animais (ADAMS E KRAFT, 1963; MALHERBE E STRICKLAND-CHOLMEY,
1967; MEBUS et al., 1969). A importancia das infec¢des por rotavirus em humanos
foi devidamente estabelecida pelo estudo de Davidson, em unido com Bishop e
colaboradores, em que avaliou-se a presenca de rotavirus em amostras fecais de
criancas com até cinco anos admitidas em um hospital em Melbourne (Australia) com
diarreia aguda severa (DAVIDSON et al., 1975).

Durante 0 ano em que permaneceram realizando estas analises, 0 grupo
demonstrou que os rotavirus estavam presentes em 52% das amostras dos pacientes
admitidos com gastroenterite. Durante 0os meses de inverno, a propor¢cao de casos
admitidos onde o rotavirus foi identificado atingiu 73% (DAVIDSON et al., 1975). Até
o0 inicio da década de 80 os rotavirus ja haviam sido reconhecidos como o principal
causador de gastroenterites em criancas nos Estados Unidos (CORTESE E HABER.,
2021).

O reconhecimento do volume de casos de gastroenterites que foram causados
por infeccdo por rotavirus levou a OMS a incentivar o desenvolvimento de uma vacina
(BISHOP et al., 2009). A primeira tentativa de vacina, com administracdo oral de
rotavirus viaveis, nao foi eficaz na protecéo contra a reinfec¢éo, apenas reduzindo a
severidade dos sintomas (BISHOP et al., 1983). Ap6s uma variedade de testes com
diversos sorotipos de rotavirus, duas vacinas orais com virus atenuado tornaram-se
disponiveis no mercado, a Rotarix (GSK), contendo uma cepa de rotavirus humano
atenuado, e a RotaTeq (Merck), composta de cinco sorotipos recombinantes de
rotavirus bovino e humano. Estas vacinas mostraram-se seguras, atingindo 70% de
eficacia contra gastroenterites causadas por infeccéo por rotavirus (RUIZ-PALACIOS
et al., 2006; VESIKARI et al., 2006). Atualmente outras formulagdes estdo sob
pesquisa, principalmente para solucionar problemas como infec¢des por sorotipos que
nao sdo abrangidos pelas vacinas existentes (BISHOP et al., 2009).

Os rotavirus possuem RNA fita dupla como material genético, este com
tamanho de cerca de 18.000 pares de base. O acido nucleico esta abrigado no interior
de um capsideo composto por trés camadas de proteinas, atingindo aproximadamente
100 nm de diametro. Como anteriormente mencionado, pertencem a subfamilia
Sedoreovirinae, possuindo estrutura sem grandes projecbes, com aparéncia

basicamente esférica (KING et al., 2011).
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Figura 6 - Representacdo de uma particula viral de rotavirus A

Capsideo composto por trés camadas protéicas
concéntricas

» 18 mil pares de base compondo genoma de RNA
fita dupla

Fonte: A autora

2.2.5 Virus da Hepatite A

O virus da Hepatite A € um virus transmitido via fecal-oral, através da ingestédo
de agua ou alimentos contaminados. Pertence a familia Picornaviridae, sendo a Unica
espécie contida no género Hepatovirus (NGUYEN E HAN, 2018). Existem sete
gendtipos ja identificados do virus da Hepatite A, sendo que trés deles infectam
primatas nao-humanos, enquanto que 0s outros quatro S80 responsaveis por
causarem infeccfes virais em humanos (PEREIRA E GONCALVES, 2003). Apés a
ingestao, o virus da Hepatite A infecta células epiteliais do intestino delgado, porém
seu principal sitio de replicacao séo os hepatdécitos de primatas. Ao afetar o figado, o
virus da Hepatite A acaba sendo excretado na bile e pode ser identificado em altas
concentracfes em fezes de individuos infectados (KING et al., 2011).

A descricao de casos individuais, assim como de surtos, que se assemelham a
infecgdes pelo virus da Hepatite A, remonta a China ha 5.000 anos atras. Hipocrates,
considerado “pai da medicina”, descreveu uma epidemia de ictericia que certamente
se tratava de um surto de Hepatite A (SHERLOCK, 1984). A partir do século 17, essa
doenca recebeu maior atencdo, passando a ser associada com campanhas militares.
Os infectados pela suposta “ictericia do campo” entre a 12 e a 22 guerra mundial
chegaram a atingir 16 milhdes de civis e soldados (FONSECA, 2010a).

Devido as significativas perdas associadas a infeccdo viral até entdo

desconhecida, iniciou-se um intenso trabalho, principalmente por parte das forgcas
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armadas americanas, para identificar o agente causador dos surtos (FEINSTONE,
2019). Apesar do avanco do uso da cultura celular como ferramenta de isolamento
viral, ndo foi possivel obter resultados consistentes com a tentativa de inocular
amostras de pacientes em linhagens celulares (CROSS E MARMION, 1966).
Feinstone e Kapikian, em 1973, ao analisar por microscopia eletrdbnica amostras de
fezes de individuos acometidos pela doenca, finalmente foram capazes de definir o
patégeno envolvido. Os pesquisadores detectaram pequenas particulas virais, com
cerca de 27 nm de diametro, diferentes de todos os outros componentes da amostra
fecal (FEINSTONE et al, 1973).

Ap0s a primeira visualizacdo do virus, iniciou-se uma busca por anticorpos que
neutralizassem seu antigeno. Para isto, as fezes dos individuos infectados foram
utilizadas para analisar a reacdo com diferentes grupos de soro, a qual foi avaliada
através de microscopia eletronica. Através deste estudo os pesquisadores concluiram
gue as particulas virais presentes nas fezes de individuos acometidos com hepatite
eram os causadores da tal doenca (FEINSTONE et al, 1973).

Estima-se que anualmente 1,4 milhdes de pessoas contraiam o virus da
Hepatite A (HAV) em todo o mundo e quem, em regides endémicas, até 90% das
criancas até dez anos de idade estejam infectadas por HAV (JACOBSEN E
WIERSMA, 2010; SILVA et al., 2020). No Brasil o virus da Hepatite A € um dos mais
prevalentes nos casos de hepatites virais, sendo que entre 2009 e 2018, dos quase
410 mil casos confirmados de hepatite, 12,5% tenham sido em decorréncia de
infeccdes por HAV (SILVA et al., 2020; BRASIL, 2020). E um virus ndo envelopado,
cujo material genético € composto por RNA fita simples com cerca de 7.500 pares de
base, envolto em capsideo composto pelas proteinas estruturais VP1, VP2 e VP3 e
que causa infecgcbes sintomaticas ou assintomaticas, estando associado
principalmente com &aguas e alimentos de qualidade duvidosa (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018).

A severidade dos sintomas esta relacionada com a idade do individuo
acometido, enquanto que criancas de até seis anos geralmente sao assintomaticas,
adultos com mais de cinquenta anos estdo mais propensos a desenvolverem
complicagbes (HADLER et al., 1980). Apds o periodo de incubacédo, que ocorre entre
15 a 50 dias, o aparecimento de sintomas ocorre de forma abrupta, com sinais como

nausea, vomito, diarreia, urina escurecida, ictericia (pele amarelada), febre, dor de
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cabeca e dor abdominal. O aumento do tamanho do figado e do baco, quadro
caracterizado com hepatomegalia e esplenomegalia, também podem estar presentes
(MATHENY E KINGERY, 2012).

No ano de 1995 foi licenciada a primeira vacina contra o virus da Hepatite A
nos Estados Unidos. Com o inicio da campanha de vacinacéo, houve reducéo de 92%
do numero de casos até o ano de 2012 (CDC, 2020). Em 2014, o Programa Nacional
de Imunizacao de responsabilidade do Ministério da Saude implementou o programa
universal de vacinacao contra o virus da Hepatite A. A vacina utilizada contém o virus
inativado e € aplicada em dose Unica, sendo preparada a partir de culturas celulares
de fibroblastos humanos (STRIKAS et al., 2018). E recomendado que criancas entre
12 a 24 meses sejam imunizadas com a vacina, cuja duracéo atinge cerca de 15-20
anos (MATHENY E KINGERY, 2012; BRITO E SOUTO, 2020).

Figura 7 - Representacdo de uma particula viral do virus da Hepatite A

Capsideo composto pelas proteinas estruturais
VP1, VP2 e VP3

------- » 7 mil pares de bases compondo genoma de RNA
fita simples

30 nm

Fonte: A autora

2.2.6 SARS-CoV-2

O virus SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae, familia essa que abriga
virus envelopados, com material genético composto por RNA fita simples e capazes
de infectar mamiferos, aves e peixes (KING et al., 2011). S&o virus responsaveis por
causarem infeccbes respiratérias e intestinais, podendo também causar danos
neuroldgicos e hepatite (HOLMES, 2001; MASTERS, 2006). Os coronavirus foram os

agentes causadores de trés pandemias de larga-escala ao longo da historia: a
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Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG), originaria da provincia de Guangdong
(China), entre 2002 e 2003, a Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (SROM),
advinda dos paises do oriente médio, ocorrida em 2012 e, mais recente, a Sindrome
Respiratéria Aguda Grave 2 (SRAG-2), descoberta em Wuhan (China) em dezembro
de 2019 (DROSTEN et al., 2003; ZAKI et al., 2012; ZHU et al., 2020).

Gracas as altas taxas de infecciosidade e o grande numero de individuos que
permanecem assintomaticos ou com sintomas leves, o coronavirus causador da
pandemia de SARS-CoV-2 se espalhou rapidamente pelo mundo (REMUZZI E
REMUZZI, 2020; ZOU et al., 2020). Em marco de 2020, a Organizacdo Mundial da
Saude declarou estado de pandemia, porém as medidas protetivas de isolamento em
que os paises se mantiveram ndo foram capazes de restringir a disseminacdo da
doenca, que acabou afetando mais de 210 paises, infectando centenas de milhdes de
pessoas e matando 6,5 milhdes de individuos (OMS, 2020a; WHO, 2020b).

Em dezembro de 2019, na provincia de Wuhan, foram realizadas diversas
notificacdes por autoridades locais de salde sobre casos de pneumonia de causa
desconhecida. Ao investigar os casos, foi possivel relacionar epidemiologicamente os
individuos afetados pela doenca com um mercado de frutos do mar existente na
cidade (ZHU et al., 2020). Utilizando o protocolo implementado durante a epidemia de
SARS em 2003, hospitais locais executaram o mecanismo de vigilancia destinado a
pneumonias de causa desconhecida, evidenciando que se tratava de um novo tipo de
coronavirus (WU et al., 2020; LI et al., 2020).

Animais selvagens acabam servindo como reservatorio de patégenos, sendo
potenciais transmissores de virus zoonéticos a humanos. Morcegos servem como
reservatério de ebola virus, nipah virus e coronavirus, levantando suspeitas sobre seu
papel na transmissdo de SARS-CoV-2. Kawashima comparou o genoma do SARS-
CoV-2 com o de cepas de coronavirus que circulavam em diversos animais, chegando
a conclusdo que os sorotipos que infectam morcegos sao significativamente
semelhantes com o novo coronavirus causador da COVID-19 (KAWASHIMA et al.,
2022).

Os membros da familia Coronaviridae possuem sua particula viral com formato
esférico e com cerca de 120-160 nm de diametro. Envolvendo o envelope ha
projecdes proteicas em formato de espiculas chamadas de spikes. E a partir destas
proteinas spike que o coronavirus se liga ao receptor da célula hospedeira (NAQVI et
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al., 2020). O material genético, composto por RNA, possui cerca de 30 mil pares de
base. Por conta do tamanho do genoma e da complexidade da particula viral, os
membros desta familia de virus séo considerados os maiores virus de RNA existentes
até o momento (KING et al., 2011).

A principal rota de transmissdo do SARS-CoV-2 € através de goticulas
respiratorias e do contato interpessoal (JIN et al., 2020). Considerando que muitos
individuos permanecem assintomaticos, porém ainda transmitem o virus, se torna
evidente o motivo pelo qual esta doenca se disseminou tdo rapido na populagéo
mundial. Além de goticulas respiratérias, foi comprovada a presenca de SARS-CoV-2
em fezes de individuos doentes. A presenca deste virus nas fezes indica que séo
capazes de sobreviver e se replicar no trato gastrointestinal, levantando hipo6teses
quanto a uma possivel rota fecal-oral de transmissdo (CERRADA-ROMERO et al.,
2022). Apesar da deteccdo do genoma e de particulas viaveis nas fezes destes
individuos infectados, ndo foi comprovado que é uma provavel rota de transmissao
(WU et al., 2020).

Figura 8 - Representacdo de uma particula viral de SARS-CoV-2

Capsideo envolto por envelope viral
Projecbes proteicas chamadas de Spike

'----» 30 mil pares de bases compondo genoma de RNA
fita simples

120-160 nm
Fonte: A autora
2.3 METODOLOGIAS PARA CONCENTRA(;AO E DETECQAO VIRAL

Um dos principais desafios na analise de aguas ambientais € recuperar 0s virus
gue estdo presentes nestes grandes volumes de amostra. Como 0s virus estdo

distribuidos de forma heterogénea e dispersa em grandes mananciais como rios,
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lagos e mares, € essencial que a coleta de agua seja representativa, o que resulta na
necessidade de trabalhar com grandes volumes. Portanto, se torna necessario o
processamento da amostra, a fim de concentrar os agentes virais presentes na agua,
otimizando assim o0s ensaios de deteccao realizados posteriormente (WYN-JONES,
2007).

A selecdo do método de concentracdo que melhor se aplica a natureza de sua
amostra deve cumprir alguns critérios, como ser tecnicamente simples, rapida, sem
grandes custos, ter uma boa recuperacéo viral, ser adequada para uma variedade de
virus entéricos e respiratorios e fornecer um pequeno volume de amostra
concentrada. Dificilmente havera uma técnica que cumpra todos os pré-requisitos,
sendo essencial que a selecao também se baseie na existéncia de evidéncias que
comprovem a eficacia de cada sistema (BOSCH et al., 2008).

Dentre os principais métodos de concentracdo de matrizes ambientais estao a
filtracdo utilizando membranas positiva ou negativamente carregadas, a
ultracentrifugacéo, precipitacao, floculacao organica e polietilenoglicol (BOSCH et al.,
2008). A natureza da amostra também deve ser levada em conta, assim como a
possivel presenca de inibidores que irdo prejudicar os ensaios de deteccao. Devido
as propriedades das amostras de agua analisadas, que define-se como salobra devido
a sua salinidade média que permanece entre 0,5 a 30 ppt, foi selecionada a técnica
de concentracgao por floculagdo orgéanica, baseada na metodologia descrita por Calgua
et al. (2008).

A técnica de floculacdo organica possui algumas vantagens, como a
concentracdo de virus presentes em 10 litros de agua em um volume
consideravelmente menor, além de ser um procedimento rapido, sem a necessidade
de uso de muitos reagentes ou equipamentos. Esta técnica se baseia na manipulacéo
do pH da agua, com o objetivo de fazer com que as particulas virais presentes se
mantenham aderidas aos floculos de leite adicionados na amostra. Posteriormente ao
periodo de agitacdo, as amostras sdo mantidas em repouso para que os floculos de
leite em que os virus estdo adsorvidos precipite, sendo este material do fundo do
recipiente coletado, centrifugado, ressuspendido e utilizado nos ensaios de detecgao
(CALGUA et al., 2008).

Posterior ao processo de concentracdo, as principais metodologias aplicadas

para deteccdo de virus em amostras de agua sao por meio de cultura celular e ensaios



40

moleculares. A avaliacdo da presenca de virus utilizando linhagens de culturas
celulares possui como vantagem a possibilidade de determinar se os virus presentes
estdo viaveis, ja que se baseia na avaliacao do efeito citopéatico causado nas células.
No entanto, ndo sao todos os virus que possuem linhagens permissivas disponiveis,
assim como também ha virus fastidiosos que ndo se replicam em cultura celular,
sendo uma técnica limitada somente a grupos especificos de virus, como 0s
enterovirus e os mastadenovirus humanos (WYN-JONES, 2007).

Os ensaios moleculares como PCR e RT-PCR séo a técnica mais comumente
empregada atualmente, sendo considerada “padréao ouro” para detecgao de virus em
amostras ambientais. Apesar de possuirem alta sensibilidade na deteccdo do genoma
viral, ndo fornecem informac6es quanto a infecciosidade dos virus presentes. Mesmo
com esta limitacdo, a capacidade de realizar a identificacdo viral a nivel de genogrupo,
bem como a possibilidade de quantificacdo do nimero de particulas virais com o
desenvolvimento da técnica de PCR em tempo real, torna os ensaios moleculares
ferramentas importantes para estudos de monitoramento epidemiolégico de doencas
virais (WYN-JONES, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de virus entéricos e respiratorios - Mastadenovirus Humano,
Enterovirus, Norovirus Humano tipos Gl e GlI, virus da Hepatite A, Rotavirus A
e SARS-CoV-2 - na Lagoa da Conceicdo (Florian6polis/SC) apéds
extravasamento de efluente sanitario e determinar se ha tendéncia de

decaimento do titulo viral ao longo do tempo

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Monitorar areas estratégicas da Lagoa da Conceicéo visando virus entéricos e
respiratérios humanos, correlacionando-os com contaminacdo fecal
(Escherichia coli) e parametros fisico-quimicos;

Avaliar a infecciosidade viral dos virus entéricos e respiratorios de interesse;
Determinar se ha decaimento da contaminacao viral sete meses ap0s 0 evento

de extravasamento de esgoto sanitario na Lagoa da Concei¢ao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

As células de Adenocarcinoma de Pulmdo Humano ATCC (CCL-185) e de
Rabdomiossarcoma Humano T utilizadas no presente trabalho, foram comercialmente
adquiridas do American Type Culture Collection em 2010 e do Instituto Adolfo Lutz em
2011, respectivamente. Os virus inoculados como controle interno viral das amostras,
coronavirus murino (MHV-3) e norovirus murino (MNV) foram gentilmente cedidos

pela Unicamp em 2020 e pela Universidade de Barcelona em 2010, respectivamente.

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS DE AGUA

Nos meses de fevereiro e marco de 2021 o Laboratério de Ecologia de Aguas
Continentais (LIMNOS) da Universidade Federal de Santa Catarina realizou coletas
de amostras de dgua em doze pontos distribuidos de forma homogénea ao longo da
Lagoa da Conceicdo. Estas amostras foram gentilmente cedidas ao Laboratorio de
Virologia Aplicada para realizacdo de analise quanto a presenca de patdgenos virais.
Dentre os doze pontos selecionados pela equipe do LIMNOS para coleta, trés foram
escolhidos para dar continuidade as analises do presente estudo. Devido a
organizacdo da logistica de coleta, e para que pudesse ser cumprido o cronograma
de coletas quinzenais, foram selecionados trés pontos estratégicos para a
amostragem localizados na margem Oeste da Lagoa da Conceicdo. Os trés pontos
selecionados e sua caracterizacdo e coordenadas geograficas estdo dispostos no
Quadro 1.
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Quadro 1 — Caracterizacao dos pontos de coleta avaliados na Lagoa da Conceicao.

Identificagcéo
dos Pontos Local Caracterizacéo Coordenadas
de Coleta
Ponta das Local de circulacao de
P1 Almas barcos (transporte e 27°35'57" S |48°27'49" W
pesqueiros)
P2 Osni Ortiga | -0¢a! de circulacdo de | ooseapn s [ago2750" W
carros
P3 Canto da Area residencial 27°36'39" S |48°28'47" W
Lagoa

Fonte: A autora.

Entre os meses de abril e agosto de 2021 foram realizadas coletas quinzenais
de amostras de agua da Lagoa da Conceicdo, seguindo a metodologia utilizada
anteriormente pelo LIMNOS. As coletas foram realizadas entre 6 e 8 horas da manha,
a uma profundidade entre 50 a 80 cm e com a amostragem de 5 L de agua em cada
um dos trés pontos. As amostras foram armazenadas em caixas térmicas até o

deslocamento ao laboratorio.

4.3 MEDIDA DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

A andlise dos parametros fisico-quimicos foi realizada para que seja possivel
averiguar se ha correlacéo entre a presenca de patdgenos e as condi¢des climaticas
e ambientais. As amostras coletadas entre fevereiro e agosto/2021 tiveram seus
parametros fisico-quimicos avaliados utilizando os kits comerciais de Condutivimetro
Salinbmetro AT 215, pHmetro AT 315 SP Microprocessado e Oximetro AT 155
Microprocessado (Alfakit).

Os parametros analisados foram temperatura, pH, oxigénio dissolvido,
condutividade, salinidade, total de solidos dissolvidos e resistividade. A selecédo destes
parametros se deu de acordo com sua importancia para a analise da qualidade da
agua (PATIL et al., 2012).

Além dos parametros mensurados por meio do uso de kits comerciais de
analise ambiental, também foram avaliadas as médias de precipitacdo e temperatura

atmosférica mensais da regido da Lagoa da Concei¢do durante o periodo analisado.
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Estes dados foram obtidos através dos portais Weather Spark e Climate Data e foram
analisados quanto a sua influéncia na contaminacéo viral e bacteriana na Lagoa da
Conceicdo, bem como sua relagdo com outros parametros fisico-quimicos, como a

salinidade desta laguna de 4gua salobra.

4.4 ANALISES BACTERIOLOGICAS

Conforme a Resolugéo n°® 274 do CONAMA, a andlise da qualidade da agua
para fins de determinacédo de balneabilidade possui como padréo para avaliacdo de
qualidade microbiolégica a deteccéo de bactérias termotolerantes (CONAMA, 2000).
Para aferir se as dguas da Lagoa da Conceicdo estdo de acordo com o padrdo
preconizado pela legislagdo ambiental e se h& correlacdo entre uma possivel
contaminacdo viral e bacteriana, uma parte das amostras de agua coletadas entre
abril e agosto foram destinadas a analise de coliformes termotolerantes.

Para este fim, logo ao chegar ao laboratério, 1 mL das amostras foram
inoculadas em placas com meio de crescimento seletivo para enterobactérias (Agar
MacConkey da KASVI) e incubadas em estufa a 37°C. Apos 24 horas, colbnias tipicas
de Escherichia coli foram contabilizadas para que seja possivel expressar o resultado
em Unidades Formadoras de Col6nia (UFC/100 mL). ApGs a contagem, as coldnias
isoladas foram preservadas em freezer -20°C em mistura de meio de crescimento LB
e glicerol, a fim de manter a viabilidade bacteriana.

As colbnias isoladas destas amostras de agua foram enviadas para o Instituto
de Microbiologia Paulo de Goées (UFRJ) para realizacédo do teste MALDI-TOF-MS. O
objetivo desta avaliacéo é realizar a identificacdo e genotipagem do microrganismo,
através de ionizacdo das moléculas e proteinas que o compdem, que Ssao
posteriormente codificadas através de espectrofotometria de massa, criando uma

“impressao digital” do agente microbiano analisado.

4.5 MONITORAMENTO VIRAL

4.5.1 Floculagéo organica utilizando leite acidificado
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Para realizar a concentracdo através de floculacdo organica, as amostras
coletadas foram depositadas em baldes com capacidade de 10 L. Para avaliar a
eficAcia do método de concentracdo selecionado, as amostras foram semeadas com
1 mL de controle interno, sendo utilizados os virus coronavirus murino e norovirus
murino, com concentracfes conhecidas (10 e 10 coépias genbmicas/mL
respectivamente). Apés a adicdo do controle, o pH das amostras foi ajustado para 3,5
utilizando HCI 1M de forma a contribuir com a agregacéo viral e com a adsorcao dos
virus nos floculos de leite. Em seguida, adicionou-se 50 mL de solucdo de leite
desnatado acidificado preparado em agua do mar artificial (Sea Salts - SIGMA). O leite
utilizado foi o Powder Skimmed Milk (BD Difco) pois contém baixissimo teor de
proteinas e lipideos, substancias que agem como inibidores de reac6es moleculares.
Apés a dissolucédo do leite na 4gua marinha artificial, o pH da soluc¢éo foi ajustado para
3,5 utilizando HCI 1M. Nesta faixa de pH a solucéo de leite forma os flocos em que as
particulas virais sdo adsorvidas.

Apés as etapas de inoculo de controle viral, ajuste do pH da amostra e adicao
de solucdo de leite acidificado, as amostras permanecem 8 horas sob agitacao,
utilizando agitadores magnéticos. Durante esse periodo as particulas virais presentes
irdo interagir com os floculos de leite, ocorrendo a agregacao entre virus e as
particulas sdlidas. Em seguida, as amostras passam por um periodo de 8 horas em
repouso, de forma que os fléculos de leite sedimentam e formam o precipitado. Ap6s
esse periodo, o sobrenadante é aspirado com o auxilio de mangueira e bomba manual
e o restante (cerca de 100 mL) é centrifugado a 8.000 rpm, a 4°C por 30 minutos.

Encerrada a centrifugacdo, o sobrenadante € novamente descartado e o
precipitado € solubilizado em tampao fosfato, solucdo tamponante preparada
seguindo a proporcao 1:2 v/v de solugbes de fosfato monossddico (NaH.PO.) e fosfato
dissédico (Na.HPO.) com pH 7,5. Como a amostra se encontrava sob pH acido (3,5)
esta solucéo age neutralizando o pH. O concentrado final foi aliquotado em microtubos

de 1,5 mL e armazenado em freezer -80°C até o momento da analise.

4.5.2 Analise de Recuperacao Viral

A eficiéencia do processo de concentragdo viral foi avaliada através da

realizacdo de RT-gPCR utilizando como alvos os virus inoculados antes da
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concentracdo das amostras (MHV-3 e MNV-1). A média dos resultados de
recuperacédo viral do ensaio de RT-gPCR, expressos em CG/L, foram comparados
com a concentracao inicial do indculo viral que foi semeado nas amostras. Dessa
forma é possivel comparar como o0s processos de concentracdo e de extracdo dos
acidos nucleicos podem ter interferido na recuperacdo da concentracdo inicial de
fluido viral inoculada nas amostras. Com um resultado positivo de recuperacéo viral é
possivel afirmar que os virus de interesse, entéricos e respiratorios, cuja presencga
sera posteriormente avaliada, também foram recuperados da matriz ambiental. O

calculo de recuperacéo viral foi executado conforme a formula que segue:

L (Amostra de agua semeada com virus e floculada)
Eficiéncia viral (%) = — — - x 100
Indculo inicial semeado na amostra (controle interno)

4.5.3 Avaliagdo de Infecciosidade Viral

As células utilizadas para deteccdo e viabilidade viral através de infeccao in
vitro foram as linhagens celulares de Adenocarcinoma de Pulmdo Humano (A549),
permissivas aos mastadenovirus humanos respiratérios, e as células
Rabdomiossarcoma Humano (RD), permissivas aos enterovirus humanos. O
crescimento e manutencgdao das células foram realizados em garrafas de cultivo celular
com tamanho de 150 cm? utilizando como meio de crescimento, meio essencial
minimo com sais de Eagle (MEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB).
Ambas as células cultivadas foram mantidas em estufa a 37°C, sob atmosfera de 5%
de CO..

A deteccdo de virus em amostras ambientais apresenta diversos desafios,
sendo um deles a presenca de variadas classes de substancias e componentes
possivelmente toxicos as linhagens celulares trabalhadas. Para determinar se as
amostras concentradas apresentam citotoxicidade e qual melhor concentragcéao
amostral para fins de replicagdo viral sem efeitos citotoxicos, amostras foram
inoculadas em placas de cultivo celular de RD e A549, em sua concentracdo bruta e
diluida, seguindo a metodologia descrita por Rigotto et al. (2005) e avaliadas quanto

ao seu efeito citotéxico.
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Para este fim, foram produzidas placas de cultivo celular de 24 cavidades,
contendo linhagens RD e A549 na concentragédo de 2x10° células/mL, mantidas sob
meio DMEM suplementado com 10% de SFB e incubadas por 24 horas em estufa a
37°C, sob atmosfera de 5% de CO.. Ap6s 24 horas, as placas apresentam a
confluéncia ideal para que seja realizado o ensaio de citotoxicidade. Para isto, as
amostras sdo diluidas em meio MEM tratado com 1% de SFB, nas proporcdes 1:2,
1:4,1:8, 1:16, 1:32 e 1:64. Com as dilui¢cdes realizadas, o meio é aspirado das placas
e estas sdo lavadas duas vezes com solugao de tampao fosfato (PBS), com objetivo
de remover células ndo-aderidas e resquicios de SFB (inibidor da adsorcéo viral na
célula).

A amostra bruta, bem como cada diluicdo da amostra, sdo inoculadas em
réplica nas placas de cultura celular de RD e A549, mantendo-se sempre ao menos
duas cavidades de cada placa livres para que sejam utilizadas como controle celular.
Apoés o indculo das amostras, as placas sédo incubadas em estufa durante o periodo
de uma hora. Passado este periodo, o sobrenadante € aspirado e adiciona-se meio
de manuten¢cdo DMEM suplementado com 2% de SFB e 1% de PSA (penicilina,
estreptomicina e anfotericina). As placas sdo novamente incubadas em estufa e
observadas diariamente por um periodo de 5 a 7 dias para avaliacdo do surgimento
de efeito citotoxico.

Passado o periodo de incubacdo, aspira-se o meio de manutencdo e é
adicionado o corante preto de naftaleno, responsavel por corar as células que se
mantiveram viaveis até o fim do ensaio. Com a adicdo do corante, as placas devem
ser mantidas sob agitacdo durante 15 minutos, a temperatura ambiente. Apos esse
periodo, o excesso do corante € removido e é possivel avaliar o efeito citotdxico

comparando as cavidades em que foram inoculadas amostras com o controle celular.

4.5.4 Ensaio de deteccéo de enterovirus

Para a deteccdo da presenca de Enterovirus em amostras ambientais, a
Organizacdo Mundial da Saude preconiza 0 uso de células da linhagem de
Rabdomiossarcoma Humano (RD), que sao permissivas para a maioria dos
Enterovirus humanos ja identificados (OMS, 2015). Para realizar este ensaio de

deteccéo, foi necessario o preparo de placas de 24 cavidades semeadas com células
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RD na concentragdo de 3x10° células/mL, mantidas sob meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de SFB. Apés 24 horas da
montagem das placas, o tapete celular encontra-se confluente e é possivel dar inicio
ao processo de infeccéo.

Apods a confirmacédo que as placas contendo o cultivo celular encontram-se em
boas condicbes para que ocorra 0 ensaio de deteccdo, aspira-se 0 meio de cada
cavidade, lavando-as duas vezes com PBS. ApGs a remocao de células ndo-aderidas
e de resquicios de SFB é possivel inocular as amostras em cada cavidade. As
amostras foram inoculadas em sua concentracdo ndo-toxica e acrescidas de 1% de
antibioticos e antifangico PSA (penicilina, estreptomicina e anfotericina B). Cada
amostra foi inoculada em réplica na placa de cultivo celular, mantendo-se sempre livre
ao menos duas cavidades para que sejam utilizadas como controle celular. Apés a
adicdo das amostras, as placas séo incubadas em estufa a 37°C, sob atmosfera de
5% de CO,, durante o periodo de uma hora.

Apés o periodo de incubacao, o sobrenadante de cada cavidade é aspirado e
adiciona-se meio DMEM suplementado com 2% de SFB e 1% de PSA. As placas
novamente sdo incubadas em estufa e avaliadas diariamente por um periodo de 5 a
7 dias, até que seja observado o efeito citopatico, caracterizado por células
arredondadas desaderidas da monocamada celular. As amostras que apresentaram
efeito citopatico foram coletadas diretamente da cavidade da placa de cultivo celular,
para que posteriormente seja realizada a genotipagem do Enterovirus detectado.

4.5.5 Ensaio de deteccdo de mastadenovirus humanos

Para avaliar a presenca e viabilidade de mastadenovirus humano nas
amostras, foi executada a metodologia descrita por Rigotto et al. (2011) com algumas
modificagdes. Primeiramente, foram obtidas placas de 24 cavidades semeadas com
cultivo de células A549 na concentracao ideal de 3x10° células/mL. As células foram
mantidas sob meio DMEM suplementado com 10% de SFB durante 24 horas em
estufa a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO.. Apds esse periodo, as cavidades das
placas apresentam monocamada celular confluente, ideal para a realizagéo do ensaio

de deteccéo.
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Antes da inoculacédo das amostras, cada cavidade € lavada duas vezes com
PBS a fim de que sejam removidas células ndo-aderidas e resquicios de SFB. Ap0s,
as amostras séo inoculadas em concentra¢do ndo-citotoxica, suplementadas apenas
de 1% de PSA para evitar o crescimento de bactérias e fungos. As amostras sdo
inoculadas em réplicas, mantendo-se sempre ao menos duas cavidades livres para
controle celular. Apos a infeccdo, as placas sdo incubadas em estufa a 37°C, sob
atmosfera de 5% de CO., durante o periodo de uma hora, com homogeneizacdo a
cada quinze minutos.

Finalizado o periodo de incubacédo, o sobrenadante é aspirado e é adicionado
meio de manutencdo DMEM suplementado com 2% de SFB, 1% de PSA e 1% de
piruvato. As placas retornam novamente a estufa, sendo observadas diariamente por
4 a 5 dias, até que seja observado o surgimento de efeitos citopaticos caracteristicos
da infeccdo por mastadenovirus humano, que geralmente sdo alteracbes na
morfologia da célula, como o arredondamento das células e o desprendimento da

monocamada celular.

4.5.6 Determinacao do titulo viral

As amostras que apresentaram resultado positivo para a presenca de
mastadenovirus humano foram avaliadas quanto a concentracao de virus presentes,
com objetivo de quantificar o nimero de particulas virais infecciosas presentes nestas
amostras. Com este objetivo, foi realizado o ensaio de placa de lise, conforme descrito
por Burleson et al. (1992) e Cromeans et al. (2008). Seguindo a metodologia descrita
por estes pesquisadores, foram montadas placas de cultivo celular contendo a
linhagem A549 em uma densidade conhecida. Apos atingirem confluéncia, a amostra
€ adicionada em diferentes diluicdes, a fim de facilitar a contabilizacdo de placas de
lise. Apos um periodo de incubagéo, as amostras foram descartadas e foi adicionado
uma solugéo contendo meio de cultivo, substancia espessante e outros componentes
que garantem a nutricdo das células durante o periodo de avaliagcdo da infec¢do. Apos
sete dias, o meio é cuidadosamente removido, sendo as placas entdo coradas com
cristal violeta, permitindo a contabilizacdo das placas de lise formadas pela presenca

de virus infecciosos.
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4.5.7 Deteccdo molecular de genomas virais

Apds o processo de concentracdo das amostras através da técnica de leite
floculado, procedeu-se a extracdo do material genético presente. Esta etapa €
essencial para que se obtenha os acidos nucleicos que serdo utilizados
posteriormente para realizacdo das reacfes de PCR, tanto para avaliacdo da
recuperacdo do controle interno, quanto para deteccdo dos virus entéricos e
respiratorios de interesse. Para isto, foi utilizada a técnica de extragdo atraves de
tubos com coluna de silica, fornecidos pelo kit PureLink Viral RNA/DNA kit Invitrogen
by Life Technologies, realizando o procedimento de acordo com as instrucées do
fabricante. Este kit possibilita a extracdo do material genético de virus tanto de
genomas de DNA como de RNA, seguindo uma metodologia baseada na técnica
descrita por Boom et al. (1990).

Esta técnica de extracdo se baseia na atracdo entre a carga naturalmente
negativa dos &cidos nucleicos e na positividade dos ions sédio permeados na coluna
de silica (SHI et al., 2001). Uma vez centrifugado, o material genético presente na
amostra ira passar pela coluna de silica, mantendo-se retido devido a atracédo pelas
particulas naturalmente positivas de ions soédio. Apés, seguem-se diversas rodadas
de centrifugacédo que possuem como objetivo remover impurezas e inibidores que se
mantiveram unidos ao material genético. Por fim, acrescenta-se agua livre de
nuclease, que sofrera dissociacao ibnica e competird com o acido nucleico com as
ligacdes aos ions sédio. Dessa forma o material genético, apds isolado e removido de
impurezas, € eluido da coluna de silica e mantém-se disponivel para os ensaios de
deteccéao.

Apés a extracdo dos acidos nucleicos, as amostras tiveram sua concentracéo
de DNA e RNA guantificadas utilizando o espectrofotometro NanoVue Plus. Esta
avaliacdo garante a eficiéncia e qualidade do procedimento de extragdo dos &cidos
nucléicos através da quantificacdo de material genético presente, além de informar o
grau de pureza do DNA ou RNA extraido, o que ira definir em que concentracdo sera
realizado o PCR das amostras. ApGs extraidas, as amostras que apresentaram
resultado positivo para Enterovirus em cultivo celular foram encaminhadas para o

Laboratorio de Enterovirus do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) para genotipagem.
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Apos a extracao e quantificacdo do material genético, foram realizadas rodadas
de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) e RT-PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR) para avaliar a recuperacdo dos virus inoculados como controle interno (MNV-
1 e MHV-3) e a presenca dos virus de interesse: mastadenovirus humano, virus da
hepatite A, rotavirus A, norovirus humano tipo Gl e Gll e SARS-CoV-2. Também foi
realizado PCR qualitativo para avaliar a presenca de enterovirus. As reacdes foram
realizadas utilizando 5 microlitros de amostra, em réplicas, e diluidas na proporgéo
1:10. Todas as reacdes foram executadas no equipamento StepOne Plus, seguindo
as instrucdes do fabricante. Os iniciadores, suas sequéncias nucleotidicas e a

respectiva referéncia estéo listados no Quadro 2 abaixo.

Quadro 2 - Iniciadores e sondas utilizados para analise molecular dos virus de

interesse.
Virus Iniciadore Sequéncia Referéncia
s/sondas
Norovirus MNV-F [ CACGCCACCGATCTGTTCTG Baert et al.
murino tipo 1 (2008)

MNV-R GCGCTGCGCCATCACTC

MNV-1P | 6FAM-CGC TTT GGA ACA ATG-

MGBNFQ
Coronavirus MHV-F GGAACTTCTCGTTGGGCATTATACT | Besselsen et al.
murino tipo 3 (2002)
MHV-R | ACCACAAGATTATCATTTTCACAAC
ATA

MHV- | 5-(FAM) ACATGC TAC GGC TCG
probe | TGT AAC CGA ACT GT (MGB)-3

Mastadenovirus HAdV-F | CATTACATGCACATCGTCCGGG Hernroth et al.
humano (2002)

HAdV-R | CAGC GGG CGAA ACTT GCA

ADP1 | 5-(6FAM) CCG GGC TCA GGT ACT
CCG AGG CGT CCT(TAMRA)-3'

Virus da HAV-F | GGTAGGCTACGGGTGAAAC Jothikumar et al.
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Hepatite A HAV-R | GCGGATATTGGTGAGTTGTT (2005)
HAV S5-
(6BFAM)CTTAGGCTAATACTTTATGA
AGAGATGC(TAMRA)-3’
Rotavirus A NSP3-F | ACCATCTWCACRTRACCCTCTATG Zeng et al.
AG (2008)
NSP3-R | GGTCACATAACGCCCCTATAGC
NSP3-P | FAM-
AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA-
MGB
Norovirus QNIF4-F | CGCTGGATGCGNTTCCAT Da Silva et al.
humano tipo Gl (2007)
NV1LCR- | CCTTAGACGCCATCATCATTTAC
R
NoV-ring | FAM-AGATYGCGATCYCCTGTCCA-
1A TAMRA
Norovirus NoVG2-F | CARGARBCNATGTTYAGRTGGATG [ Kageyama et al.,
humano tipo Gl AG 2003
NoVG2-R | TCGACGCCATCTTCATTCACA
NoV-ring2 | FAM-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-
TAMRA
SARS-CoV-2 N_Sarbec [ CACATTGGCACCCGCAATC Corman et al.
o F (2020)
N_Sarbec | GAGGAACGAGAAGAGGCTTG
o R
N_Sarbec | FAM-
o P ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA
- -MGB
Enterovirus EntFc CCTCCGGCCCCTGAATG De Leon et al.
(1990)
EntRc | ACCGGATGGCCAATCCAA

Fonte: A autora
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar como se caracteriza a distribuicdo dos dados, foram examinados
os histogramas referentes a estes valores, sendo também aplicado o Teste de
Shapiro, ambos através do software estatistico RStudio. Apos a averiguacao de que
se trata ou ndo de uma distribuicdo normal, as variaveis foram avaliadas em testes
paramétricos ou ndo-paramétricos. Os testes de Coeficiente de Correlacdo de
Pearson e o Teste-t de Student foram aplicados visando verificar correlagéo e
significancia dos dados virais, bacterianos e fisico-quimicos. Ambos os testes foram
realizados através do Microsoft Excel. O Coeficiente de Correlacdo de Pearson
sempre resultard em um valor entre -1 e 1, sendo que quanto mais préximo ao valor
negativo, maior a probabilidade de ndo haver associacao entre os dados, enquanto
gue resultados préximos ao limite positivo indicam que h& correlacao linear entre as
variaveis analisadas. O Teste-t de Student, por sua vez, possui a funcao de evidenciar
se os dados avaliados diferem de forma estatisticamente significante (KIM, 2015;
PARANHOS et al., 2014).

5 RESULTADOS

5.1 PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Durante a realizacdo das coletas alguns parametros fisico-quimicos foram
coletados para avaliacdo de uma possivel correlacdo entre contaminacao viral e
condi¢cdes ambientais e climaticas. Os parametros selecionados para esta observagao
foram temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg/L), total de sélidos dissolvidos
(ppm), condutividade (mS), resistividade (Ohm.m) e salinidade (ppt). A Tabela 1 que
segue traz a média destes parametros coletados nos sete meses subsequentes ao

evento de extravasamento nos trés pontos de coleta analisados.
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Tabela 1 - Média dos parametros fisico-quimicos durante o periodo analisados

Pontos de Coleta

P1 - Ponta das P2 - Osni Ortiga P3 - Canto da
Almas Lagoa
Temperatura (°C) 196+1,8 19,35+1,5 196+1,6
pH 7,92 +0,42 7,62 +0,46 7,65+0,3
Resistividade 32+134 38+18,6 37 +£18,2
(Ohm.m)
Condutividade 161,65 +10.910,1 133,45 + 9587 104,75 + 9547,8
(mS/m)
Salinidade (ppt) 25,35+ 176,2 19,75 +106,4 19,6 £ 101,6
Total de sdlidos 21.693 + 38.095,5 | 17.096,5 +£ 28.522,6 | 17.056 + 53.577,2
dissolvidos (ppm)
Oxigénio dissolvido 7,23 +29,3 7,76 £+ 31,4 7,98 £+ 29,5
(mg/L)

Fonte: A autora

De acordo com a resolucdo CONAMA n° 357 de 2005, as aguas da Lagoa da
Conceicéo se enquadram na categoria de aguas salobras devido ao teor de salinidade
presente. Baseado nas atividades desenvolvidas neste ambiente hidrico, ainda é
possivel caracteriza-lo como sendo uma laguna de 4gua salobra de Classe | pois séo
destinadas a atividades recreativas de contato primario e também utilizadas para
praticas de aquicultura e atividade pesqueira. Observando os valores dos parametros
fisico-quimicos estabelecidos para a determinacdo de balneabilidade de &guas
salobras Classe |, € possivel determinar que o teor de oxigénio dissolvido coletado
das amostras se enquadra com o preconizado pela populagdo (minimo de 5 mg/L).
Os valores de pH também vao de encontro ao estabelecido pelo CONAMA, que
sugere a faixa de pH entre 6,5 a 8,5 como sendo o padréao ideal e ndo-toxico para
utilizacao destas aguas.

A legislacao referente a balneabilidade de corpos hidricos ndo estabelece uma
faixa de temperatura ideal para aguas, provavelmente por ser um parametro que
acaba acompanhando as alteracdes sazonais de temperatura atmosférica. No

entanto, foi possivel evidenciar que a temperatura da agua coletada durante as
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amostragens nao difere da faixa obtida pelas andlises realizadas em 2020 pelo
Instituto do Meio Ambiente de Santa Catarina (IMA-SC) e em 2021, ap0s evento de
extravasamento de efluente sanitario, pela Companhia Catarinense de Aguas e
Saneamento (CASAN). Em coletas realizadas no més de maio, o IMA-SC observou
temperaturas da agua entre 20,9 e 21,3°C e a CASAN, no més de junho, constatou
uma variacdo de temperatura entre 17,1 e 20,5°C (IMA, 2020; CASAN, 2021). As
médias das temperaturas observadas durante as coletas realizadas se encontram
entre esta faixa de temperatura.

Apesar de ndo ser um parametro cuja analise é exigida para avaliar o padrao
de qualidade da agua, a condutividade traz informacdes importantes sobre o0s sais
dissolvidos nesta matriz. A condutividade é um parametro relacionado a capacidade
de conduzir corrente elétrica e depende principalmente dos ions dissolvidos na agua.
Por sua vez, os ions derivam principalmente da dissocia¢éo de sais, relacionando-se
com a gquantidade de solidos totais dissolvidos no corpo hidrico (MACHADO, 2006).
Segundo a analise realizada pela CASAN durante o més de junho, a condutividade
amostrada na Lagoa da Conceicdo permaneceu entre 1,98 a 4,46 mS/m, valor
consideravelmente abaixo do obtido ao realizar a medicdo dos parametros das
amostras coletadas durante o periodo analisado (CASAN, 2021).

A condutividade é o inverso da resistividade, valor que identifica o quanto um
material, nesse caso agua salobra, se opde a passagem de corrente elétrica. Ambos
0s parametros, condutividade e resistividade, estdo relacionados com o total de
sélidos dissolvidos na amostra. Como ndo ha registros de andlises ou estudos que
incluiram a coleta de dados sobre a resistividade da 4gua da Lagoa da Conceicéo,
utilizou-se como base a faixa de resistividade média entre agua doce (25 QQ.m) e agua
salgada (0,2 Q.m). Seguindo este padrdo, as amostras de agua coletadas neste
ambiente de 4gua salobra ultrapassam o limite de resistividade esperado, possuindo
a variavel resistividade semelhante a apresentada por mananciais de agua doce
(LOBARINHAS et al., 2011).

Outros parametros importantes para a avaliacdo da correlacdo entre
contaminagdo viral e bacteriana e as condicdes ambientais sdo os niveis médios
mensais de precipitacdo e temperatura atmosférica. Estes pardmetros podem
influenciar tanto a presenca de patdégenos, através do escoamento urbano, como 0s

resultados de outros parametros fisico-quimicos, como a salinidade, pH e teor de
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oxigénio dissolvido (SILVA et al.,, 2008). As médias mensais de temperatura
atmosférica e pluviosidade durante os meses de estudo estdo presentes na Tabela 2

abaixo.

Tabela 2 - Médias da temperatura atmosférica e pluviosidade mensais durante o
periodo analisado

Temperatura atmosférica Pluviosidade (mm)
(°C)

Fevereiro 25 151,2

Marco 24 108,5
Abril 22 84,2
Maio 18 85,6
Junho 17 86,3
Julho 17 97,2
Agosto 18 86,1

Fonte: Weather Spark e Climate Data (2021)

Conforme observado na tabela, os meses que apresentaram um maior volume
de chuva se relacionam com o verdo em Florianopolis, onde as temperaturas também
séo mais elevadas. Aproximando-se do inverno, entre 0os meses de maio e junho,
vemos que hd uma reducao significativa da temperatura, que permanece até o término
das andlises. A baixa na temperatura atmosférica em Floriandpolis durante a estacéo
de inverno também acompanha uma reducdo da precipitacdo média mensal,
evidenciando o padrdo de verdo Umido e inverno seco caracteristico de regides

subtropicais.

5.2 PADRAO BACTERIOLOGICO

Para determinar o nivel de contaminagéo por coliformes termotolerantes nas
amostras da Lagoa da Conceicdo, uma fracdo da 4gua coletada foi destinada a analise
em busca da presenca de Escherichia coli. Apos 24 horas da inoculagdo das amostras
em placas de crescimento com meio MacConkey, as coldnias com tom de rosa foram

contabilizadas e seu valor foi expresso em Unidades Formadoras de Col6nias em 100
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mL, padronizacdo preconizada pela resolucdo n® 274 do CONAMA. Segundo esta
legislacéo, este valor ndo pode ultrapassar 250 UFC/100 mL para que este ambiente
seja considerado proprio para atividades recreativas e pesqueiras, sendo que este
valor cai para 43 UFC/100 mL em é&reas de cultivo de moluscos bivalves. A Tabela 3
abaixo indica os resultados obtidos da anéalise do padréo bacteriol6gico das amostras,

expressos em UFC/100 mL.

Tabela 3 - Resultado da deteccédo de E. coli durante o periodo de abril a agosto.

Data de Coleta P1 P2 P3
22/04/2021 N&o detectado Nao detectado N&o detectado
29/04/2021 230 260 560
20/05/2021 100 60 300
27/05/2021 130 60 530
10/06/2021 N&o detectado 60 130
23/06/2021 100 30 100
08/07/2021 200 200 100
22/07/2021 2130 100 530
05/08/2021 260 30 760
19/08/2021 100 300 100

Fonte: A autora

A Figura 9 abaixo evidencia a flutuacdo na deteccdo de E. coli ao longo do
periodo entre abril e agosto de 2021. E possivel ver como o limite maximo da presenca
de E. coli preconizado pela legislacdo frequentemente é ultrapassado, sendo os
pontos P1 e P3 localidades onde este padréo geralmente ndo é cumprido. A presenca
destes coliformes possivelmente est4 relacionada com a contaminagéo recorrente por

residuos sanitarios presentes no esgoto.
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Figura 9 - Presenca de E. coli (UFC/100 mL) entre os meses de abril a agosto
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Fonte: A autora
5.3 ANALISE DE RECUPERACAO VIRAL

Por meio da realizacdo de RT-gPCR dos controles internos (MNV-1 e MHV-3)
foi possivel avaliar se 0 processo de concentracdo viral baseado em floculacéo
organica foi eficiente em recuperar 0s virus entéricos e respiratorios de interesse.
Realizando a média do resultado obtido com a reacdo de amplificacdo foi possivel
determinar uma recuperacao de 5,84% e 8,91% de MHV-3 e MNV-1 semeados no
inicio do experimento, respectivamente. Apesar de baixa, a recuperacao de parte dos
virus inoculados antes do processo de concentracao confirma que € um procedimento
valido para concentracdo de amostras de agua salobra. Com a validacdo deste
protocolo é possivel afirmar que se h4 a presenca de virus nas amostras, eles

provavelmente foram recuperados pelo processo de concentracdo selecionado.

5.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Antes de realizar o ensaio de deteccdo da presenca de enterovirus e
mastadenovirus humanos, foram realizados ensaios em cultura celular cujo objetivo
seria definir a concentragdo ndo-tdxica das amostras para que assim fosse possivel
determinar que qualquer efeito citopatico advindo da inoculacdo da amostra derivasse
de infeccdo pelo virus e ndo pela acdo de componentes citotoxicos, fungos ou

bactérias. Os resultados do ensaio apontaram que a concentracdo bruta (ndo diluida)
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das amostras ndo apresentou nenhum nivel de citotoxicidade para ambas as
linhagens trabalhadas (RD e A549) sendo esta a concentracdo selecionada para dar

continuidade aos ensaios.

5.5 ENSAIO DE DETECCAO DE ENTEROVIRUS

Apos a definicdo da concentragdo ndo-citotoxica das amostras, deu-se inicio
aos ensaios de detec¢do de Enterovirus presentes nas aguas da Lagoa da Conceicéo,
utilizando a linhagem RD, conforme recomendado pela Organizacdo Mundial da
Saude. Os resultados apontaram que 22 dentre o total de 32 amostras analisadas
(68,7%) apresentaram efeito citopatico caracteristico de infeccdo por Enterovirus.
Conforme visualizado no Quadro 3, é possivel ver que Enterovirus foram detectados
em amostras das trés localidades selecionadas para coleta, porém em diferentes

proporcoes.

Quadro 3 - Detecc¢do de Enterovirus nos setes meses subsequentes ao evento de

extravasamento
P1 P2 P3
17/02/2021 + + +
20/03/2021 + + +
22/04/2021 + + +
29/04/2021 - - -
20/05/2021 - + -
27/05/2021 + + +
10/06/2021 + + +
23/06/2021 + + +
08/07/2021 - + +
22/07/2021 - + -
05/08/2021 - - -
19/08/2021 - - -

Fonte: A autora
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5.6 ENSAIO DE DETECCAO DE MASTADENOVIRUS HUMANO

Em paralelo aos ensaios de deteccdo de enterovirus, foram realizados
experimentos para determinar a presenca e viabilidade de mastadenovirus humanos
nas amostras coletadas na Lagoa da Conceicao. Para este fim, foi utilizada a linhagem
celular A549, permissiva a este virus respiratorio. Apenas as coletas referentes aos
dois meses apos o0 evento de extravasamento apresentaram positividade em cultura
celular. Para determinar o numero de particulas infecciosas presentes nestas
amostras, foi realizado ensaio de placa de lise, sendo sua concentracdo determinada

por Unidades Formadoras de Placa/Litro (UFP/L) e expressas na Tabela 4.

Tabela 4 - Concentracao de mastadenovirus humano detectado nos primeiros
dois meses de andlise

P1 P2 P3
17/02/2021 420000 UFP/L 63000 UFP/L 4500 UFP/L
20/03/2021 37000 UFP/L 43000 UFP/L 42000 UFP/L

Fonte: A autora

5.7 PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

Para avaliar a presenca de virus fastidiosos que ndo se replicam em cultura
celular, foram realizadas rodadas de RT-PCR em tempo real para os virus da hepatite
A, rotavirus A, norovirus humano do tipo Gl e Gll e SARS-CoV-2, além de PCR tempo
real e PCR qualitativo para confirmar a deteccdo de mastadenovirus humanos e
enterovirus, respectivamente. Nenhuma das amostras apresentaram positividade
para 0s virus de interesse por meio de métodos moleculares. Devido a boa
recuperacdo do controle interno semeado nas amostras anteriormente ao processo
de concentracéo, € valido inferir que estes patdbgenos ndo encontravam-se presente
nas aguas da Lagoa da Concei¢cdo nos pontos analisados, ou possa haver ocorrido
algum processo de inibicdo da reacdo de amplificacdo para estes virus, desafio ja
relatado em diversos trabalhos que envolvem analise molecular de amostras
ambientais (IJZERMAN et al., 1997; SCHRADER et al., 2012; TROMBLEY HALL et

al., 2013). No caso do mastadenovirus humano e dos enterovirus que foram
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detectados em cultura celular mas ndo em analises moleculares, € possivel que
encontravam-se em concentracdes tdo baixas nas amostras concentradas, que foi
necesséria sua replicacdo em cultivo celular para que pudesse ser detectada suas
presencas.

As amostras que apresentaram positividade para Enterovirus foram
encaminhadas para genotipagem na FIOCRUZ, porém ndo foram obtidos resultados
positivos para as andalises moleculares. A incapacidade de deteccdo de enterovirus
em amostras que se apresentaram positivas em cultivo celular pode ser decorrente
de uma baixa concentracdo viral ou de uma alta especificidade dos iniciadores

utilizados.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

5.8.1 Correlagéo entre a presenca de contaminagéo viral e bacteriana

Através da realizacdo de histogramas contendo a distribuicdo dos dados de
deteccdo de Escherichia coli e enterovirus e da realizacdo do Teste de Shapiro foi
possivel determinar que estas variaveis ndo seguem a distribuicdo normal, sendo
recomendada a realizacdo de testes nao-paramétricos. Os valores de p obtidos
através do Teste de Shapiro para determinar a normalidade da distribuicdo da
presenca de patdgenos virais e bacterianos foi de, respectivamente, p=0,017 e
p=0,006. Valores de p abaixo do indice de confiabilidade 0,05 sugerem que se trata
de dados com distribuicdo fora do normal, sendo esta a concluséo obtida através desta
analise.

Apesar da distribuicao fora do normal, foram realizados os testes paramétricos
Teste-T de Student e o teste de Coeficiente de Correlagdo de Pearson, ja que sao
ensaios sensiveis que permitem a aplicacdo em dados que destoam da distribuicéo
normal. O Teste-t, cuja fungéo é avaliar se os dados diferem de forma estatisticamente
significativa, obteve como resultado o valor de p = 0,015. Valores de p menores que
0,05 indicam que os dados obtidos ndo variam por acaso, sendo variaveis que diferem
de forma significativa. De acordo com este resultado, deve-se rejeitar a hipotese nula
de que ndo ha correlacdo entre as variaveis analisadas, que neste caso foram a

deteccgdo de enterovirus e E. coli.
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Através da aplicacdo do teste de Coeficiente de Correlacdo de Pearson, cujo
resultado indica o nivel de correlacdo dos dados de acordo com sua proximidade ao
valor -1 ou 1. O resultado deste teste indicou r = -0,44, demonstrando uma correlagéo
negativa entre a presenca dos patégenos analisados. Nesse sentido, através de um
resultado de Teste-T de p = 0,015 e de Pearson de r = -0,44 é possivel concluir que a
contaminacdo viral e bacteriana ndo ocorre por acaso, sendo uma associacao linear
negativa. Ou seja, quando a concentracdo de virus presentes aumenta, a de

coliformes diminui, sendo o reciproco verdadeiro.

5.8.2 Correlacao entre indices de pluviosidade e contaminacdo bacteriana

Para avaliar se ha correlacdo entre os indices de pluviosidade e a
contaminacao bacteriana presente na Lagoa da Conceicéo, foram aplicados o Teste-
t de Student e o teste de Correlagédo de Pearson. O valor obtido com o Teste-t (p =
0,04) indica que a hip6tese nula, que sugere que os dados se distribuem ao acaso,
devera ser rejeitada e a hipdtese alternativa, que ha algum tipo de associacdo entre
os dados, provavelmente estara correta. Quanto ao teste de Pearson, foi obtido como
resultado o valor r = 0,9. Devido a proximidade com o valor limite que este teste pode
fornecer, é possivel determinar que ha associacdo positiva entre as variaveis
analisadas. Ou seja, a pluviosidade provavelmente influencia na presenca de E. coli

na Lagoa da Conceicgdao.

6 DISCUSSAO

Por meio da realizacdo deste trabalho foi possivel evidenciar que o
extravasamento de efluentes sanitarios, inclusive ap6s tratamento, pode ser um risco
para a integridade ambiental de ecossistemas brasileiros. A lagoa de evapoinfiltracdo
localizada na ETE Lagoa da Conceigdo foi utilizada como depoésito de esgoto ja
tratado, que retornaria ao ambiente através do escoamento natural pelo solo. O
rompimento da barragem que continha os efluentes sanitarios presentes nesta lagoa
acabou por fazer com que milhares de litros destes residuos fossem descartados de
forma abrupta no interior da Lagoa da Conceicéo, possivelmente contaminando este

ambiente com patdgenos resistentes ao processo de desinfecgéo.
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O trabalho de Schlindwein et al. (2010) evidenciou a presenca e infectividade
de virus entéricos em amostras de lodo e aguas residuais tratadas coletados em uma
ETE localizada em Floriandpolis. ApGs a realizacdo dos métodos de concentracdo
baseados em adsorcdo e eluicdo (aguas residuais) e polietilenoglicol (lodo),
metodologias descritas por Katayama et al. (2002) e Lewis e Metcalf (1988),
respectivamente, Schlindwein inoculou os concentrados em culturas celulares
permissivas aos virus de interesse, além de realizar PCR e RT-PCR para confirmar a
deteccdo. Como resultado, todas as amostras de lodo e 75% das amostras de aguas
residuais contavam com a presenca do genoma de mastadenovirus humanos e 91,7%
de todas as amostras apresentaram positividade para Poliovirus em cultura celular.

Sabe-se, através de estudos como de Bosch et al. (2008) e Okoh et al. (2010),
que os virus entéricos resistem a diversos tratamentos aplicados rotineiramente em
ETE. Okoh e sua equipe evidenciaram que tratamentos utilizando lodo ativado,
tanques oxidativos, carbono ativado, filtragem e coagulacdo removem apenas entre
50 e 90% dos virus presentes no esgoto. Através do guia de qualidade da agua
potavel, a OMS aponta que agentes virais especificos podem ser menos sensiveis
aos processos de desinfec¢cdo quando comparados com a estabilidade de bactérias e
protozoarios (OMS, 2021). Atrelando a resisténcia aos processos de tratamento com
a baixa dose infecciosa e a persisténcia em condi¢cdes desfavoraveis no ambiente
aquatico, a contaminacdo de recursos hidricos por virus entéricos causam
preocupacdes quanto a saude publica.

O trabalho de coleta, processamento e realizacdo dos ensaios de deteccao,
executados durante esta pesquisa, corroborou com a hipétese de que a Lagoa da
Conceicdo estaria contaminada por virus entéricos, devido aos resultados positivos
obtidos nos ensaios de deteccdo de Enterovirus e Mastadenovirus humano. No
entanto, apesar da provavel influéncia da presenca do efluente sanitario extravasado
na contaminagdo deste ecossistema, € possivel que a Lagoa da Conceicdo ja
contasse com a presenca de patégenos entéricos antes do evento de rompimento da
lagoa de evapoinfiltracao.

De acordo com o Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento, o
indice de atendimento pela rede coletora de esgoto em Florian6polis é de 65% (SNIS,
2018), um indice relativamente baixo quando comparado com outras capitais
brasileiras como S&o Paulo (92,6%) e Curitiba (96,3%) (MASSA E FILHO, 2020).
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Florianopolis ainda possui outro desafio, além da necessidade de expansdo da
cobertura de saneamento basico. Atualmente a disposicao final dos efluentes tratados
acaba utilizando corpos hidricos da ilha como bacias e lagos. No entanto, essa
alternativa enfrenta algumas adversidades, j& que os maiores recursos hidricos da ilha
sao a baia norte e sul, que sdo ambientes semifechados, e lagunas e lagoas, como a
Lagoa da Conceic¢éo, que € um ambiente praticamente fechado, com uma baixa taxa
de vazdo e diluicdo, além de ser um ecossistema complexo e delicado
(FLORIANOPOLIS, 2021).

Complementando as questdes de logistica de coleta e descarte pos-
tratamento, a cidade de Floriandpolis vem se consolidando como um polo turistico da
regido Sul, recebendo milhares de turistas anualmente. Esse processo produz um
incremento populacional significativo que ultrapassa as diretrizes existentes contidas
nos Planos Diretores, tornando-se uma expansao descontrolada em desacordo com
a capacidade de saneamento e com o planejamento para evitar a degradacdo do meio
ambiente (FLORIANOPOLIS, 2021). Estes fatores, a baixa cobertura da rede coletora
de esgoto, as adversidades do processo de descarte de efluentes tratados e o grande
inchaco populacional que a cidade de Florianépolis sofre, principalmente em época
de veraneio, contribuem para o descarte continuo de efluentes sanitarios
contaminados com a presenca de patégenos entéricos em grandes corpos de agua
dailha.

Apesar da suspeita que o extravasamento ocorrido em janeiro de 2021 tenha
contribuido para a contaminacao viral existente na Lagoa da Conceicéo, os fatores
mencionados anteriormente levam a conclusédo de que este ambiente provavelmente
ja se encontrava contaminado com patégenos resistentes ao processo de tratamento
inclusive anteriormente a este evento. Estudos realizados por Moresco et al. (2012) e
Rigotto et al. (2010) demonstraram que a contaminacao deste ambiente de laguna por
virus entéricos é um problema recorrente e a deteccdo de uma variedade de espécies
destes patdgenos ja era uma realidade a dez anos atras.

No trabalho de Rigotto e equipe, amostras de agua foram coletadas da Lagoa
da Conceicdo durante o periodo de junho de 2007 a maio de 2008. Apesar da
concentracéo da salinidade da agua desta lagoa classifica-la como um ambiente de
agua salobra, as amostras foram processadas de acordo com a metodologia descrita

por Katayama et al. (2002) para concentracdo de agua doce. Através de ensaios de
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deteccdo por meio de cultura celular e analise molecular, os resultados apontaram a
presenca de mastadenovirus humanos em 75% das amostras e Rotavirus A e virus
da Hepatite A presentes em 16,6% das amostras. A contaminacao por virus entéricos
na Lagoa da Conceicdo evidenciada por este estudo corrobora a hipétese que este
ambiente vem sendo receptor do descarte inapropriado de residuos sanitarios. No
entanto, a alta prevaléncia de mastadenovirus humanos nas amostras também pode
estar relacionada a resisténcia deste virus ao processo de clora¢édo para desinfeccao
aplicado nas ETE de Florianopolis (DE ABREU CORREA et al., 2012).

De forma semelhante, no trabalho de Moresco amostras de agua da Lagoa da
Conceicéo foram coletadas durante o periodo de agosto de 2009 a julho de 2010 e,
assim como no presente trabalho, foram concentradas a partir do método de
floculacdo organica padronizado por Calgua (2008). ApGs processamento, Moresco e
equipe realizaram PCR quantitativo e qualitativo visando a detec¢édo de uma variedade
de virus entéricos (mastadenovirus humanos, poliomavirus cepa JC, virus da hepatite
A e norovirus humano tipo Gl e Gll). Os resultados obtidos apontaram a presenca dos
virus da hepatite A e mastadenovirus humanos em concentragdes de 1x102 CG/L e
1x10-CGl/L, respectivamente.

Estes trabalhos corroboram com a hipétese de que a Lagoa da Conceicao
acaba por ser um ambiente hidrico que sofre com o descarte inapropriado de dejetos
humanos, ou que acaba por receber uma dose de patdgenos que sdo naturalmente
resistentes aos processos de desinfec¢ao usualmente aplicados nas ETE. No entanto,
nao necessariamente descartam a suspeita que o evento de rompimento do talude de
contencdo da lagoa de evapoinfiltracdo tenha contribuido para a presenca de
Enterovirus e Mastadenovirus humano na Lagoa da Conceicgéo.

Como ndo hé legislacéo vigente que recorra a analise da presenca de virus
entéricos como indicadores do padrdo de qualidade sanitaria necessaria a
determinacdo de balneabilidade, ndo € possivel estabelecer se a presenca destes
patogenos excede um limite considerado seguro para a populacdo. No entanto, devido
as propriedades naturais das particulas virais deste grupo, principalmente
relacionadas a dose infecciosa e a resisténcia a condi¢des desfavoraveis, é possivel
concluir que os resultados obtidos em cultura celular sdo suficientes para determinar

gue a Lagoa da Conceicao oferece riscos quanto ao contato direto com suas aguas.
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Com o objetivo de determinar se ha correlacdo entre a contaminacao viral e
bacteriana presente na Lagoa da Conceicdo, Moresco também inoculou suas
amostras em kits de deteccdo de E. coli, contabilizando as colonias que se
desenvolveram em 24 e 48 horas. De forma semelhante aos resultados obtidos neste
trabalho, Moresco e sua equipe também demonstraram que ha uma grande variacao
no nivel de contaminacgéao por E. coli ao longo dos meses. A média de deteccao de E.
coli no periodo analisado por Moresco foi de 250 UFC/100 mL, porém com uma
variacao entre 0 a 6000 UFC/100 mL. Apesar do valor de contaminagao por E. coli
exceder o exigido na legislacdo, ndo houve correlacdo entre a contaminacao viral e
bacteriana detectada, sendo o aumento no nivel de deteccéo de E. coli um fendmeno
relacionado ao aumento da pluviosidade recorrente nos meses de inverno e a
diminuicdo da salinidade local.

Através do escoamento dos centros urbanos, incrementado pela a¢do da chuva
intensa, patdégenos contidos nestes ambientes atingem corpos hidricos, aumentando
a taxa de contaminacdo por coliformes. Estas aguas residuais também causam o
efeito de reducdo da salinidade do ambiente marinho ou salobro, facilitando a
persisténcia de patdégenos na agua, ja que a salinidade oferece maior resisténcia a
viabilidade destes agentes bacterianos afetando sua fisiologia celular.

No caso deste estudo, 0 més com o maior indice de deteccédo de E. colitambém
foi o més com a maior média de precipitacdo mensal. Apesar dos efeitos do despejo
de um grande volume de aguas residuais ocorrido apés o evento de extravasamento,
trabalhos como o de Moresco e a distancia temporal entre o ocorrido e 0 més com
maior deteccédo de coliformes, sugerem que a contaminagao por patdgenos entéricos
presentes neste ambiente esta relacionada principalmente com parametros como a
pluviosidade e o escoamento urbano, por consequéncia.

De acordo com os dados climatolégicos de Floriandpolis, fornecidos pela
organizacdo Weather Spark, durante o ano de 2021, os meses de abril e maio
apresentaram a menor pluviosidade, com indices de 84,2 e 85,6 mm de chuva
respectivamente. Comparando com 0s meses em que ocorrem o verdo (dezembro-
fevereiro), cuja precipitacdo média foi de 142,6 mm, € possivel afirmar que abril e maio
foram meses extremamente secos (Weather Spark, 2021). Julho foi 0 més com o
maior indice de precipitagdo, com uma média de 97,2 mm de chuva. Corroborando

com o que foi observado por Moresco e sua equipe, durante a realizacdo deste
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trabalho os meses mais secos foram 0s que apresentaram menor taxa de
contaminacao da agua por E. coli, enquanto o més mais chuvoso (julho) também foi o
gue apresentou uma maior taxa de concentracéo de UFC/100mL.

Através do Teste-t de Student e do célculo do Coeficiente de Correlacao de
Pearson foi possivel determinar que de fato ha correlacdo entre a pluviosidade e
presenca de Escherichia coli. O resultado do Teste-t (p = 0,04) indica que a hipotese
nula, que sugere que a distribuicdo dos dados ocorre de forma aleatoria, deve ser
rejeitada, havendo algum tipo de associacao entre os dados analisados. De acordo
com o resultado do teste de Pearson, cujo resultado foi muito proximo ao valor maximo
de 1 (0,9) indica que ha correlacéo entre os dados analisados. Por fim, associando
ambos as analises e considerando a literatura revisada, € possivel afirmar que a
pluviosidade e a deteccgéo de E. coli possuem correlagéo positiva, ou seja, quando o
nivel de precipitacdo aumenta, se eleva também a taxa de contaminacédo do ambiente
hidrico analisado por coliformes.

Os resultados obtidos através da andlise estatistica levam a concluséo de que
a presenca de Escherichia coli na Lagoa da Conceicdo esta relacionada com os
indices pluviométricos mensais. No entanto, devido ao histérico desse ecossistema e
a literatura anteriormente mencionada, ndo se deve descartar a hipétese que este
ambiente sofre com a acdo antrépica e com o despejo inadequado de residuos
tratados e ndo-tratados, que acabam por contaminar as aguas da lagoa com
patégenos entéricos.

Uma vez no ambiente, bactérias como a E. coli podem permanecer viaveis por
um ou dois dias em agua marinha, até alguns poucos meses no solo, Berthe et al.
(2013) realizou experimentos avaliando a viabilidade de 88 isolados de Escherichia
coli obtidos de amostras ambientais em corpos de &gua doce. Os isolados
permaneceram infecciosos por 2 a 14 dias, sendo que a metade perdeu viabilidade
com 3 dias em ambiente aquatico. Essa resisténcia varia conforme o fenétipo da
Escherichia coli presente, porém também é afetado por parametros fisico-quimicos da
agua, como pH, temperatura, turbidez, salinidade, teor de oxigénio dissolvido,
concentracéo de particulas em suspensao e presenca de matéria organica, conforme
evidencia Rozen e Belkin (2005) e Van Elsas et al. (2011).

Conforme ja mencionado, 0s virus entéricos ja foram reconhecidos como

agentes causadores de surtos de gastrenterites ndo-bacterianas relacionadas ao
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contato com aguas que estavam em conformidade com o padrdo bacteriologico
preconizado na legislacéo. Estes virus possuem propriedades que os tornam mais
resistentes as condicdes ambientais desfavoraveis, permanecendo infecciosos no
ambiente aquatico por um periodo muito maior quando comparados com bactérias
como a Escherichia coli. Nesse sentido, os resultados deste trabalho, que apontam a
inexisténcia de uma correlacdo entre contaminacao viral e bacteriana, vao de acordo
com o estabelecido pelo trabalho de Lee et al. (2013), Fong e Lipp (2005) e Ley et al.
(2002).

Conforme o trabalho de Wong et al. (2009) a taxa com que virus e bactérias
entéricas sdo excretados nas fezes, bem como diferencas na resisténcia aos
processos usuais de tratamento de esgoto e as condi¢des desfavoraveis no ambiente,
fazem com que as bactérias ndo sejam indicadores de contaminagao fecal precisos.
Nesse sentido, o resultado obtido neste trabalho corrobora com o apresentado por
estes pesquisadores, ja que ndo foi evidenciada nenhuma relacdo entre a presenca
de indicadores bacterianos e a contaminagao por virus comprovada pelos ensaios em
cultura celular. Possivelmente, a deteccdo de E. coli nestas amostras indica uma
contaminagcdo recente e recorrente, ja que ha flutuacdo entre periodos com alta
deteccdo da bactéria e momentos em que este valor se encontra dentro do permitido
pela legislacao.

Como anteriormente mencionado, a andlise de amostras ambientais,
principalmente de &guas, requer a etapa da concentracdo de particulas virais
presentes em grandes volumes para que se otimizem o0s ensaios de deteccéo.
Utilizando a metodologia desenvolvida por Calgua et al. (2008) para processamento
de amostras de agua do mar, obteve-se um indice de recuperacéo de 5,84% e 8,91%
de MHV-3 e MNV, respectivamente. Esta taxa de recuperacdo baixa quando
comparada com a obtida pelo desenvolver do método, que atingiu uma recuperacéo
entre 42,53 - 49,33% em &gua marinha natural, pode ser explicada por variacdes na
natureza da amostra que acabaram influenciando a recuperacdo dos virus ali
presentes.

Estudos prévios como o de Gonzales-Gustavson et al. (2017) obtiveram
maiores taxas de recuperacdo dos virus semeados como controles internos ao
executarem o método de concentracdo atraves da floculacdo organica em amostras

de aguas potavel, obtendo uma taxa de recuperacdo de 66% para mastadenovirus
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humanos e 28% para rotavirus A. De forma semelhante, Assis et al. (2018) avaliou a
recuperacdo destes mesmos virus em amostras de aguas residuais, obtendo indices
de recuperacao entre 12,6 - 69,8%. Ao adaptar sua metodologia para amostras de
agua de rios, Calgua et al. (2013) obteve uma recuperacgdo entre 20 - 95% dos virus
entéricos utilizados como controle do processo de concentracdo. Apesar de
apontarem uma melhor recuperacdo das particulas virais utilizando o método de
floculagcdo orgéanica, Assis e Calgua também apontaram inibicdo das reacdes
moleculares devido a compostos presentes nas amostras de 4gua analisadas. Como
as amostras coletadas para analise neste trabalho também foram obtidas do
ambiente, € possivel que a inibicdo das reacdes moleculares seja um dos motivos
para a baixa recuperacdo dos virus semeados no inicio do procedimento de
concentragao.

Em relacdo a deteccdo de Enterovirus, 68,7% das amostras coletadas,
processadas e analisadas obtiveram resultado positivo para a presenca de
Enterovirus em cultura celular. No entanto, nenhum resultado positivo foi obtido ao
realizar RT-PCR para estas mesmas amostras. Monpoeho et al. (2001) avaliou a
presenca e infectividade de Enterovirus em amostras de esgoto coletadas em uma
estacdo de tratamento na Franca. Ao comparar os resultados obtidos através da
analise em cultura celular e os ensaios moleculares, detectou-se o genoma de
Enterovirus em 41 amostras que ndo apresentaram viabilidade em cultura celular. De
forma contraria, 12 amostras continham particulas virais viaveis, porém n&o
apresentaram positividade apos a realizacdo de RT-PCR (MONPOEHO et al. 2001).

A discrepancia entre os resultados obtidos a partir de analises moleculares e
em cultura celular podem ser justificadas pela presenca de particulas virais
danificadas, porém que ainda apresentam um capsideo protegendo o material
genético e impedindo sua degradacdo (no caso de amostras positivas para RT-PCR
e negativas em cultura celular) ou também pela presenca de inibidores de reacgfes
moleculares (no caso de amostras positivas em cultura celular, porém negativas para
RT-PCR). Estes inibidores podem estar presentes na amostra ou serem inseridos
durante seu processamento. Através da inibicdo parcial ou total da reagédo de PCR, a
sensibilidade de deteccdo do genoma viral decai, resultando em falsos-negativos
(SCHRADER et al., 2012).
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As amostras coletadas da Lagoa da Conceicdo caracterizam-se como
amostras ambientais, sendo uma categoria de analise que geralmente conta com a
presenca de substancias orgénicas e inorganicas que agem como inibidoras da
reacdo de PCR. O processo de concentracdo, intrinseco a andlise de grandes
volumes de agua, também acaba por concentrar substancias inibidoras, como acidos
hamicos e fulvicos, que geralmente estao presentes em solos e sado capazes de inibir
as reacdes moleculares mesmo quando presentes em baixissimas concentracfes
(IJZERMAN et al., 1997).

Amostras advindas de locais que possuem contato com efluentes sanitarios
também podem ter a reacdo de PCR prejudicada por outras substancias como
lipideos, proteinas, polifendis e metais pesados (SCHRADER et al., 2012). No caso
da Lagoa da Conceicao, por se tratar de um local onde a contaminacao por efluentes
sanitarios € reconhecidamente um problema, € possivel especular que ha
componentes presentes na agua que agem inibindo a reacdo de PCR. No entanto,
como foram obtidos bons resultados de recuperacéo dos controles internos semeados
nas amostras, é possivel que a inexisténcia de resultados positivos para Enterovirus
por analise molecular decorra de outra irregularidade, como uma alta especificidade
dos iniciadores, por exemplo.

Em relacdo a presenca de Enterovirus nos pontos analisados, foi possivel
detectar uma distribuicdo homogénea das particulas virais infecciosas, estando
presente em todas as localidades analisadas. Estudos prévios realizados na Lagoa
da Conceicdo por Fonseca (2010) e Silva (2013) demonstraram uma maior
heterogeneidade e estratificacdo na coluna d’agua localizada préxima ao oceano e na
regido central da lagoa, quando comparada com a orla voltada para o interior da ilha.
Dessa forma é possivel inferir que devido a distancia do ponto de conexdo entre a
lagoa e o oceano, local onde ocorre a troca de 4gua com o mar adjacente, 0s pontos
avaliados neste trabalho acabam tendo menor escoamento e baixa velocidade de
recirculacdo, concentrando uma maior propor¢cdo de nutrientes organicos e
inorganicos, material particulado e contaminacdo fecal (FONSECA et al., 2010b;
SILVA et al., 2013).

Dentre os pontos analisados, o local de coleta com maior nimero de amostras
positivas para a presenca de Enterovirus foi P2, caracterizado por estar proximo a

uma avenida com grande circulacdo de automoveis. A recorréncia na deteccdo de
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Enterovirus neste local, que atinge 75% das amostras coletadas, pode ser explicada
pelas caracteristicas presentes neste ambiente. A localizacéo deste ponto, situado na
rua Osni Ortiga, sofre intensa influéncia antropica pois esta muito proximo a um fluxo
constante de automoveis, a residéncias e empreendimentos, sendo também utilizado
para atividades recreativas.

O segundo ponto com maior taxa de deteccéo de Enterovirus foi P3, com 58,3%
das amostras apresentando efeitos citopaticos caracteristicos deste virus em cultura
celular. Este ponto esta localizado em um condominio residencial que, apesar de
contar com baixo fluxo de carros e pedestres, contém muitas moradias localizadas
exatamente ao entorno da lagoa. A CASAN, em parceria com a Prefeitura Municipal,
verificou que, no inicio do ano de 2021, 91% dos imdveis localizados na Lagoa da
Conceicdo apresentam alguma irregularidade nas ligacdes hidrossanitarias (CASAN,
2021Db).

Do total de 278 residéncias, comércios e condominios vistoriados, 238 néo
apresentavam Caixa de Gordura ou siféao, estruturas que impedem a obstrugcéo da
tubulacéo e o consequente extravasamento do esgoto para as ruas, atingindo a lagoa.
Também foi constatado que 54 imdveis estavam parcialmente conectados a rede
coletora, enquanto 23 ndo estavam sequer ligados, descartando a totalidade de seus
residuos no ambiente. Estes dados refletem a necessidade do mapeamento e
regularizacdo dos sistemas de coleta e tratamento de esgoto, principalmente com a
crescente urbanizacédo e adensamento populacional que vem ocorrendo na regiao do
entorno da Lagoa da Conceicdo nos ultimos anos.

Por fim, o ponto que apresentou menor taxa de deteccao de enterovirus foi P1,
caracterizado por ser um local com maior trdfego de embarcacdes de médio e
pequeno porte. Do total de 12 coletas realizadas, 50% das amostras indicaram a
presenca de enterovirus. Apesar de ser um ponto localizado na regido central do bairro
que permeia a Lagoa da Conceicao, o transito de pessoas e de automoveis, bem como
a presenca de residéncias e comeércios, nao é tao evidente neste local. No entanto, a
deteccado da presenca de contaminacdo por virus entéricos em metade das amostras
coletadas ainda representa um padrdo de contaminacdo bem distribuido pela orla da
lagoa.

Se tratando da presenca de mastadenovirus humanos, estes patégenos

estavam presentes na Lagoa da Conceicéo, nas localidades amostradas, apenas nos
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dois meses subsequentes ao evento de extravasamento. Metodologias baseadas em
ensaios em cultura celular possuem a vantagem de evidenciar a presenca de
particulas virais infecciosas, quando em comparacdo com métodos moleculares, que
detectam apenas a presenca do genoma do virus. A obtenc¢éo de resultados positivos
para mastadenovirus humanos em cultura celular e a auséncia de deteccdo por
ensaios moleculares sugerem que ha presenca de inibidores de reacdes moleculares
nas amostras ou que contavam com um titulo viral tdo baixo que apenas a replicacdo
em cultura celular permitiu que fosse evidenciada sua presenca.

Para determinar o padrdo de contaminacdo ambiental da Lagoa da Conceicao
por virus entéricos, seria hecessario a ampliacédo deste estudo. No entanto, é possivel
inferir que locais que contam com maior presenca de residéncias, comércios e
condominios acabam por ter um maior transito de pessoas e automéveis e, por
consequéncia, possuem também um maior nivel de descarte de efluentes sanitarios

no meio ambiente.

7 SUMARIO DE RESULTADOS E CONCLUSAO

No inicio do ano de 2021, o talude de areia que dava suporte e sustento a lagoa
de evapoinfiltracdo da Estacdo de Tratamento de Esgoto localizada as margens da
Lagoa da Conceicdo se rompeu, liberando milhares de litros de aguas residuais
tratadas para o interior da lagoa. Apesar de ser o destino de esgoto ja tratado, estas
amostras podem conter patdgenos resistentes ao processo de desinfeccao
comumente aplicado, como o0s virus entéricos. Para avaliar se o evento de
extravasamento de efluentes sanitarios para a Lagoa da Concei¢do contaminou este
ambiente hidrico com patdgenos entéricos, realizaram-se coletas nos sete meses
subsequentes ao ocorrido. Através do processamento e analise destas amostras foi
possivel evidenciar que a Lagoa da Concei¢do se encontrava contaminada por virus
entéricos pertencentes aos géneros Enterovirus e Mastadenovirus humano. Verificou-
se também a presenca de Escherichia coli, bactéria indicadora de contaminacéo fecal,
em concentragdes que ultrapassam o limite preconizado pela legislagao.

Através deste trabalho, que visou um monitoramento em larga escala da
presenca de patdégenos entéricos neste ambiente hidrico ja fragilizado, foi possivel

evidenciar que a contaminacdo deste ambiente ndo é uma suposi¢cdo, sendo um
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potencial risco para a saude de individuos que possuem contato direto ou indireto,
através do consumo de alimentos, com as aguas da Lagoa da Conceicao. Apesar de
ter sido um evento que afetou em diversos niveis a integridade deste ecossistema, €
possivel que este ambiente j4 se encontrava contaminado com patdgenos entéricos,
devido ao seu historico de ocupacado populacional associado a uma baixa cobertura
do sistema de coleta e tratamento de esgoto. O padrdo de deteccdo de
mastadenovirus humanos, presente apenas nos dois meses subsequentes ao
rompimento da lagoa, sugere a influéncia deste evento na contaminacgéao da lagoa. A
deteccdo de enterovirus, no entanto, cuja presenca foi mais notoria, ndo exclui essa
possibilidade, porém também demonstra que a contaminacdo deste ambiente atraves
do descarte inapropriado de dejetos é recorrente, jA que ha periodos em que estes
virus deixam de ser detectados e, apds um periodo, novamente estdo presentes nas
amostras.

Por fim, o padrdo de deteccdo de coliformes fecais nas amostras analisadas
sugerem que, conforme o relatado em literatura, ndo ha associacdo linear positiva
entre a contaminacao viral e bacteriana neste ambiente. As andlises realizadas em
cima destes resultados apontam, inclusive, uma correlacdo negativa entre a presenca
dos dois patdgenos: ao passo em que ha deteccdo de Enterovirus, a taxa de
Escherichia coli presente nas amostras se reduz. Este dado é importante para
ressaltar como ndo ha confiabilidade do padrao de analise de qualidade da agua para
consumo e balneabilidade exigido pela legislacdo. Virus entéricos muitas vezes estéo
presentes em aguas que se encontram de acordo com o padrdo de qualidade sanitaria
exigido, oferecendo assim riscos de infeccéo a populacéo. A presenca de coliformes
termotolerantes parece estar mais bem relacionada com os niveis de precipitacdo
mensais, que acabam realizando o escoamento da contaminacéo sanitaria presentes
nos centros urbanos para o interior de corpos d’agua.

Considerando o evento do extravasamento de esgoto sanitario na Lagoa da
Conceicao e dificuldades de enfrentamento aos langamentos de esgotos irregulares
em corpos hidricos, medidas preventivas podem acionadas para que os locais
destinados ao descarte final do esgoto tratado de fato fossem capazes de acolher o
grande volume de efluentes sanitarios ali depositados, levando em conta que o verao,
estacdo responsavel por trazer milhares de turistas para Floriandpolis, € uma

temporada com grandes volumes de precipitacdo. De forma semelhante, ndo foram
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executadas acdes de mitigacdo para avaliar e conter os ricos que patdgenos
resistentes ao processo de tratamento na ETE poderiam oferecer a populagcédo. O
processo de recuperacdo deste ambiente apds evento de extravasamento limitou-se
a remocao do material decorrente do rompimento da lagoa e a coleta de parametros
fisico-quimicos, medidas que ndo possuem relagdo com a contaminagcao microbiana
deste ambiente.

Conclui-se que estudos de monitoramento ambiental como este sé&o
importantes para evidenciar urgente melhoria no processo de tratamento e descarte
de efluentes sanitarios, bem como evidenciar necessidade de maior seguranca

sanitaria em aguas balneaveis e de recriacéo.
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