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RESUMO

O meio rural carece de servicos de saneamento basico. Assim, frequentemente, as
instalacBes de obtencdo de agua e de disposicdo de esgoto ficam sob iniciativa de cada
morador, 0s quais podem ndo contar com o recurso financeiro e o conhecimento técnico
para construi-las e manté-las funcionando adequadamente. Dessa forma, a agua para
consumo humano fica sujeita a contaminacdo fecal e, consequentemente, a presenca de
patogenos de veiculagdo hidrica, como os virus entéricos. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a contaminacdo fecal de amostras de agua proveniente de fontes individuais
utilizadas para o abastecimento domiciliar em &reas rurais do Estado de Goias. As
amostras foram coletadas de 86 residéncias, distribuidas em 15 comunidades, cujas fontes
de agua eram pocos tubulares, pocos escavados, nascentes, mananciais superficiais e agua
da chuva. Utilizou-se como indicadores de contaminacéo fecal a bactéria Escherichia coli
(EC), analisada pelo método do substrato cromogénico definido, e os virus entéricos
adenovirus humano (HAdV) e enterovirus (EV), analisados por gPCR. Observou-se que
90,7% das amostras apresentaram indicativo de contaminacéo fecal. As taxas de deteccéo
foram 74,4% para EC, 57% para HAdV e 9,3% para EV. As médias de concentracdo
desses indicadores foram, respectivamente, 8,34 x 10* NMP/100mL, 8,6 x 10° CG/L e
9,75 x 10° CG/L. O indicador EC foi o mais prevalente em amostras de dgua subterranea
e superficial. O indicador HAdV foi significativamente mais detectado em amostras de
aguas subterraneas em relacédo as de aguas superficiais e foi mais eficiente em indicar
contaminagdo em pocos tubulares. Em amostras de cisternas, os indicadores virais foram
0s mais prevalentes. Ndo foi observada associacdo de frequéncias nem correlacdo de
concentracgdes entre EC e HAdV. HAdV indicou contaminacao fecal humana e teve bom
desempenho como indicador complementar. Esses resultados revelam que a populagéo
analisada estd vulnerdvel a doencas de veiculagdo hidrica causadas por patdgenos

entéricos.

PALAVRAS-CHAVE: Comunidades rurais; Fontes de agua; Qualidade da agua;

Contaminacao fecal; Virus entéricos.
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ABSTRACT

The rural environment lacks basic sanitation services. Thus, the water supply and sewage
disposal facilities are often under the initiative of each resident, who may not have the
financial resources and technical knowledge to build and keep them functioning properly.
Thus, water for human consumption is subject to fecal contamination and, consequently,
to the presence of waterborne pathogens, such as enteric viruses. The objective of this
work was to evaluate the fecal contamination of water samples from individual sources
used for household supply in rural areas of the State of Goias. The samples were collected
from 86 homes, distributed in 15 communities, whose water sources were tubular wells,
dug wells, springs, surface waters and rainwater. Escherichia coli (EC) bacteria, analyzed
by the defined chromogenic substrate method, and the enteric virus human adenovirus
(HAdV) and enterovirus (EV), analyzed by gPCR, were used as fecal contamination
indicators. It was observed that 90.7% of the samples showed indications of fecal
contamination. Detection rates were 74.4% for EC, 57% for HAdV and 9.3% for EV. The
concentration averages of these indicators were, respectively, 8.34 x 101 NMP / 100mL,
8.6 x 105 CG / L and 9.75 x 105 CG / L. The EC indicator was the most prevalent in
ground and surface water samples. The HAdV indicator was significantly more detected
in groundwater samples than in surface water and was more efficient in indicating
contamination in tubular wells. In cistern samples, viral indicators were the most
prevalent. There was no association of frequencies or correlation of concentrations
between EC and HAdV. HAdV indicated human fecal contamination and performed well
as a complementary indicator. These results reveal that the analyzed population is

vulnerable to waterborne diseases caused by enteric pathogens.

Keywords: Rural communities; Water sources; Water quality; Fecal contamination;

Enteric viruses.
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1 INTRODUCAO - REVISAO DA LITERATURA

1.1 SANEAMENTO BASICO NO MEIO RURAL

A agua é importante para a manutencdo da vida, apesar de ndo ser um nutriente
organico que forneca calorias. Ela ainda apresenta uma variedade de usos para os seres
humanos, como os domésticos, agropecuarios, industriais, energéticos e recreacionais
(Khatri e Tyagi 2015). Devido a utilidade da agua nas mais variadas atividades humanas,
ela esta diretamente relacionada ao desenvolvimento econdmico, bem-estar social, satde
e qualidade ambiental (Dantas et al. 2018).

Apesar de a disponibilidade da agua em qualidade e quantidade adequada ser
fundamental a saude, grande parte dos paises em desenvolvimento, especialmente em
areas rurais, sofre com abastecimento inseguro ou insuficiente (Usman, Gerber e Braun
2019). As diferentes fontes de &gua podem ser contaminadas por patdégenos de veiculagdo
hidrica, o que constitui a maior preocupacao relacionada a qualidade da agua em todo o
mundo. Os contaminantes sdo virus, bactérias, protozoarios e helmintos que, apds se
multiplicarem no intestino de humanos e de outros animais infectados, sdo excretados
juntamente com suas fezes (WHO 2018).

Quando ingeridos, esses microrganismos tém o potencial de infectar um novo
hospedeiro, ou seja, apresentam transmisséo fecal-oral. A infeccdo por eles pode causar
uma série de sintomas, tais como nausea, dor abdominal, febre, vomito e diarreia (Pandey
etal. 2014; WHO 2018). A diarreia permanece uma grande preocupacao de satde publica,
pois € uma importante causa de morte em criancas, especialmente em paises de baixa
renda. Em 2015, a diarreia matou 1,3 milh&o de pessoas em todo mundo, das quais cerca
de 38% eram criancas com idade inferior a cinco anos de idade (Troeger et al. 2017; GBD
2016).

O saneamento basico ¢ um fator de alto impacto na salde humana e esta
intimamente ligado a qualidade microbioldgica da agua. Ele é uma barreira priméria a
transmisséo de patdgenos de veiculacdo hidrica, pois tem como objetivo principal evitar
0 contado das pessoas com excretas (Ercumen et al. 2017; WHO 2018). Contudo,
permanece um desafio em paises subdesenvolvidos, onde a populagéo rural € desassistida
e as cidades tém dificuldade em atender a demanda crescente devido a urbanizagéo
desorganizada (WHO 2018).



Em todo 0 mundo, a falta de acesso a um adequado abastecimento de agua atinge
844 milhGes de pessoas, as quais se utilizam de pogos escavados, nascentes desprotegidas,
aguas superficiais ou ainda gastam mais de 30 minutos para obter dgua de fontes
apropriadas. Além disso, 2,3 bilhGes de pessoas da populacdo mundial ndo tém acesso a
um adequado manejo de excretas, dentre as quais grande parte defeca a céu aberto ou o
faz utilizando instalagdes inadequadas. Nas &reas urbanas, 63% da populagdo estd
conectada a rede de esgoto, enquanto na zona rural essa proporc¢éo é de apenas 9% (WHO
e UNICEF 2017).

De acordo com a legislacdo brasileira, o saneamento basico é definido como o
conjunto de servicos, infraestruturas e instalagdes operacionais de abastecimento de agua,
esgotamento sanitario, limpeza urbana, manejo de residuos solidos e, ainda, drenagem e
manejo das aguas pluviais (Brasil 2007). No Brasil, existe um grande contraste na oferta
de saneamento entre areas urbanas e rurais. O abastecimento de agua por rede de
distribuicdo atende cerca 94% dos domicilios urbanos, enquanto nos rurais atende
aproximadamente 32%. Esse quadro é ainda mais extremo quando se trata do
esgotamento sanitario: cerca de 72% dos domicilios urbanos estdo conectados a rede
coletora, enquanto nos rurais apenas 8% (PNAD 2013).

As comunidades rurais, assim como outras de periferias urbanas e de areas
periurbanas que ndo sdo atendias pelo saneamento béasico, constituem as chamadas
“comunidades isoladas”. Fatores de ordem técnica, econébmica e politica sdo o0s
responsaveis por esse isolamento. Entre eles destacam-se: dificil acesso, baixa densidade
populacional, grande distancia entre os domicilios ou entre estes e a sede do municipio e
ainda, situacéo de irregularidade fundiaria (Tonetti et al. 2018).

As comunidades isoladas, por néo ter acesso a servicos publicos de fornecimento
de &gua e coleta de esgoto, recorrem a meios alternativos de obtencdo de a4gua, como
pocos escavados, e manejo local de excretas, como sistemas septicos e latrinas, para suprir
suas necessidades. Essas instalacGes frequentemente sdo construidas pelos préprios
habitantes, sem o acompanhamento das instituicbes governamentais de saude publica.
Assim, a populacéo pode se expor a doengas de veiculagdo hidrica, ja que fontes de agua
mal administradas podem ser facilmente contaminadas por patdgenos (Suhogusoff, Hirata
e Ferrari 2013).



1.2 FONTES DE AGUA PARA O CONSUMO HUMANO

A &gua para o consumo humano é obtida principalmente de duas fontes ou
mananciais. Um deles € a agua superficial, que esta sobre o solo e forma rios, cdrregos e
lagos. O outro, a agua subterrénea, que estd no interior da crosta. Esta é formada pela
agua que precipita e se infiltra no solo e nas rochas, onde se move lentamente e forma
estruturas saturadas, as quais podem dar origem aos aquiferos freaticos e aos aquiferos
confinados (Brasil 2006; Liu et al. 2011).

Os aquiferos freaticos sdo pouco profundos e contém agua sob pressédo
atmosférica, a qual se comunica com a superficie pela porosidade do solo. Ja 0s
confinados sdo mais profundos e contém agua sob maior pressao, a qual esta isolada entre
formacdes geoldgicas pouco permeaveis. Estas limitam o seu movimento vertical e a
protegem da infiltracdo de contaminantes originarios da superficie (Smith et al. 2012;
Bradbury et al. 2013).

A disponibilidade de agua subterranea pode ser menos sujeita a variagcdes sazonais
e isso a torna interessante em regides aridas e semiaridas, onde muitos cérregos sdo
intermitentes, ou ainda onde ha grandes desvios de agua superficial para irrigacdo ou
hidroelétricas. A protecdo da agua subterrénea por filtracdo natural tem sido a principal
motivacgdo da sua escolha em paises em desenvolvimento. Contudo, também esta sujeita
a contaminacao, que é pouco aparente e de dificil reversao (Johnston et al. 2011).

Nas areas urbanas de paises industrializados, a forma mais comum de acesso a
adgua é o sistema publico de distribuicdo. Ja nas areas rurais, h4& uma grande
heterogeneidade de formas (Baird, Summers e Plummer 2013). Na falta de uma rede
publica de distribuicdo de dgua a partir das fontes de captacdo, sua obtencdo no meio rural
é feita individualmente a partir de lagos, rios, nascentes, pogos rasos, po¢os profundos,
agua da chuva etc. (Leite et al. 2018; Peres et al. 2020).

As fontes de dgua subterranea tém sido preferencialmente usadas para 0 consumo
humano devido a sua qualidade microbioldgica em estado natural ser geralmente melhor
quando comparada as fontes de agua superficiais (Schijven, Hassanizadeh e Husman
2010). Dentre as fontes subterraneas, pogos verticais rasos e nascentes sdo comumente
usadas no meio rural devido ao baixo custo de instalacdo e a fécil extracdo em aquiferos
livres. Além disso, nascentes podem ndo necessitar de infraestrutura (Leite et al. 2018).
O uso da agua da chuva também tem sido uma opc¢éo interessante em regides onde outras

fontes apresentam variacdo de disponibilidade sazonal devido ao regime de chuvas com
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longos periodos de seca. Esse uso geralmente envolve a construcdo de cisternas de
armazenamento, as quais podem utilizar tecnologia simples e barata (Palla et al. 2012).

1.3 POLUICAO FECAL DAS FONTES DE AGUA PARA CONSUMO HUMANO

A qualidade das fontes superficiais e subterraneas € influenciada por fatores
naturais e antropogénicos, tanto no meio rural como no urbano. Os fatores humanos
causam maior impacto sobre a vida e diferem nessas localizagdes de acordo com as
atividades praticadas em cada uma delas. No meio rural, a qualidade da agua é afetada
principalmente pela agricultura, pecuéria e atividades domésticas. No urbano, onde a
influéncia humana geralmente é maior, destacam-se as atividades industriais, as
domésticas e mudangas no uso e cobertura do solo. As atividades humanas geram uma
diversidade de poluentes na 4gua, tais como sedimentos, nutrientes, patdgenos, pesticidas,
fertilizantes, metais potencialmente toxicos e sais (Khatri e Tyagi 2015).

Apesar da influéncia humana sobre a qualidade dos recursos hidricos ser mais
profunda no ambiente urbano, o risco de contaminagdo fecal da agua de consumo em
paises de baixa e média renda é significativamente maior no meio rural, provavelmente
devido ao saneamento inadequado (Bain et al. 2014). Aguas residuais domésticas sdo uma
importante fonte de patdgenos fecais que podem contaminar corpos de agua e aumentar
os riscos de doencas de veiculacdo hidrica (Akunna, Keeffe e Allan 2017). Em muitas
areas rurais e periferias urbanas, onde h& caréncia de servicos de saneamento bésico, o
esgoto € disposto diretamente no solo ou em cursos de dgua com ou sem tratamento
(Alrumman, El-kott e Keshk 2016; Al-Atawneh et al 2016).

InstalagOes de disposicédo local de excretas incluem latrinas, fossas negras e
tanques sépticos. Latrinas sdo plataformas contendo uma abertura através da qual as fezes
passam e atingem uma escavacdo do solo abaixo, onde ficam armazenadas (Graham,
Matthew e Polizzotto 2013). Fossas negras, assim como latrinas, sdo escavacfes sem
revestimento ou fundo vedado, onde o esgoto bruto é langado por via hidrica para se
infiltrar no subsolo, o que diminui os custos do esvaziamento frequente. As escavacoes
geralmente retiram as camadas do solo mais ativas na atenuacdo de poluentes e podem
alcancar o lencol freatico (Suhogusoff, Hirata e Ferrari 2013; FUNASA 2015; Al-
Atawneh et al. 2016).

Tanques sépticos sdo compartimentos isolados constituidos de concreto, fibra de

vidro ou plastico. As aguas residuais que chegam ao tanque, sofrem um processo de



decantagdo, em que os componentes mais densos se sedimentam e 0s menos densos
flutuam. O sedimento é potencialmente degradado sob condicdes anaerobicas (Hu et al.
2016). Os tanques septicos sdo amplamente usados ao redor do mundo para o tratamento
do esgoto domestico individual ou de pequenos grupos de habitacdes em regides carentes
de uma rede coletora principal (Withers et al. 2014). Contudo, 0 uso de tanques sépticos
isoladamente, sem um tratamento secundario de seu efluente, tem baixo potencial de
remocdo de patdgenos (Akunna, Keeffe e Allan 2017; Boguniewicz-Zablocka e
Capodaglio 2017).

H& uma grande preocupacao quando domicilios com disposi¢do local de esgoto
dependem do suprimento de agua subterranea, pois pode existir uma via de conexdo entre
essas fontes poluidoras e as de agua (Quamar et al. 2017). O solo pode eliminar
contaminantes por meio de processos fisicos, quimicos e biologicos com potencial para
diminuir ou impedir o acesso de contaminantes a dgua subterranea. A agua pode ser
purificada em termos microbioldgicos pela sua passagem através das camadas do solo, as
quais podem remover ou reter patdégenos por tempo suficiente para sua inativacdo
(Oliveira et al. 2016; Kauppinen, Pitkanen e Miettinen 2018). Contudo, esse potencial de
reciclagem da &gua poluida depende de uma série de caracteristicas do local e do
tratamento prévio antes do seu langamento e dispersao no solo (Oliveira et al 2016).

Solucdes locais de disposicdo de excretas, tais como latrinas e fossas negras,
concentram altas quantidades de excretas que lixiviam a partir de um unico ponto. Isso
gera o risco de contaminacdo das aguas subterraneas proximas em consequéncia do
transporte de patdgenos, em especial quando essas instalacées ndo obedecem as distancias
seguras do aquifero freatico e do posso de captacdo de agua (Sorensen et al. 2016).
Condic¢oes geologicas podem favorecer a migracao dos patdégenos no solo e a situagédo
pode ser agravada em regides onde o lencol freatico é raso (Quamar et al. 2019).

Nas regibes urbanas, onde o saneamento basico é mais presente, as aguas residuais
domeésticas sdo coletadas e transportadas pela rede de esgoto e lancadas em cursos de
agua. O lancamento pode ser direto ou incluir algum tratamento prévio (Alrumman, EI-
kott e Keshk 2016). A contaminacdo dos cursos de agua por esgoto nao fica restrita ao
local de langamento, j& que contaminantes fecais podem ser transportados pelo fluxo da
agua até areas adjacentes a jusante (Lee et al. 2014; Cantor et al. 2017). Dessa forma,
cursos de agua em areas rurais podem apresentar contaminacao fecal humana originada

em regides urbanas proximas a montante.



O langamento de esgoto sem o tratamento adequado em aguas superficiais € uma
importante fonte de contaminag&o por patdgenos fecais, 0s quais representam um fator de
risco associado ao uso desses recursos para fins recreativos e de consumo. Nesses
ambientes aquaticos, o sedimento e o biofilme constituem reservatérios de patégenos, o0s
quais sdo lancados na coluna d’agua apds os disturbios gerados pelo aumento do fluxo ou
inundacgdes apos tempestades (Mackowiak et al. 2018).

Ha situacdes onde 0s mesmos rios usados para o despejo de esgoto também séo
usados para captacdo de agua para abastecimento. A justificativa para o descarte de
dejetos humanos em cursos de agua parte dos pressupostos de que a diluicdo soluciona o
problema da poluicdo, de que o tratamento da agua a torna potdvel e de que o
monitoramento da sua qualidade a partir de indicadores bacteriologicos é efetivo.
Contudo, o padrdo de potabilidade baseado apenas nesses indicadores é limitado para

avaliar a qualidade microbioldgica da agua (Spilki 2015).

1.4 VIRUS ENTERICOS
1.4.1 Caracteristicas gerais dos virus entéricos

Os virus entéricos comp&em um grupo heterogéneo. Eles pertencem a diferentes
géneros e familias (Prado e Miagostovich 2014; Staggemeier et al. 2015). Esse grupo
inclui tanto virus com genoma de DNA como também de RNA. Exemplos dos primeiros
sdo as familias Adenoviridae (que inclui os adenovirus) e Parvoviridae (que inclui os
parvovirus). Exemplos do segundo sdo as familias Caliciviridae (que inclui norovirus e
sapovirus), Picornaviridae (que inclui os virus da hepatite A e os enterovirus), Reoviridae
(que inclui os rotavirus) e Astroviridae (que inclui os astrovirus) (Yezli e Otter 2011).

Ha mais de 150 tipos de virus entéricos, 0s quais sdo encontrados com frequéncia
em amostras ambientais (Wong et al. 2012). Embora diferentes em alguns aspectos, tais
como conteudo genémico e proteinas do capsideo, esses virus apresentam algumas
caracteristicas comuns, que estdo relacionadas com a alta capacidade de disseminagéo
ambiental e infeccdo de novos hospedeiros: baixa dose infectante, capacidade de
mutacao, ineficcia a tratamentos por antibidticos, resisténcia a processos de desinfecc¢éo,
facilidade de serem transportados devido ao pequeno tamanho e alta resisténcia a
condi¢des ambientais (O’Brien et al. 2017).

A transmissdo dos virus entéricos ocorre pela rota fecal-oral, através da ingestdo

de &gua e alimentos contaminados e do contato com pessoas infectadas (Pang et al. 2019).
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As maos podem desempenhar um papel de veiculo de transmissdo desses virus de forma
direta ou indireta (Kotwal e Cannon 2014). O contato das mdos com a boca, ap6s 0
contato delas com &4gua contaminada ou fémites, constitui uma rota de transmisséo (Pitol
et al. 2018).

A contaminacdo de alimentos cultivados pode acontecer em varios estagios, antes
e apos a sua colheita. O primeiro caso inclui aqueles irrigados com agua fecalmente
contaminada ou ainda cultivados em terras fertilizadas com esterco. O segundo caso esta
associado a falta de higiene no manuseio de alimentos e a sua lavagem com &gua
contaminada. Esses alimentos oferecem risco principalmente quando consumidos crus ou
levemente cozidos (Kokkinos et al 2015; Bosch, Pint6 e Guix 2016; Prez et al. 2018;
Purpari et al. 2019). A infec¢édo por virus entéricos também pode ocorrer por inalacdo de
agua contaminada ou do contato dela com a pele ou mucosas quando usada para higiene
pessoal ou para natacdo (Gall et al. 2015). A via parenteral também é uma possibilidade
de transmissdo para alguns virus entéricos como os virus da hepatite A e E (Bosch, Pinto
e Guix 2016).

As infecgBes por virus entéricos podem ser assintomaticas e sintomaticas em
humanos e outros animais (Staggemeier et al. 2015). As doengas causadas por eles estdo
associadas a diferentes quadros clinicos (Prado e Miagostovich 2014). As manifestacdes
de doenca dependem tanto de fatores do virus quanto do hospedeiro. Fatores virais
incluem a dose infectante, a variante genética da cepa viral e a endemicidade. Entre 0s
fatores do hospedeiro, destacam-se a idade, o0 estado nutricional e imunologico, bem como
a disponibilidade de cuidados de saide (Masachessi et al. 2017).

Em hospedeiros saudaveis, as infecgdes por virus tendem a ser resolvidas
naturalmente. Contudo, elas sdo importante causa de morbidade em criancas com idades
inferior a cinco anos, em idosos, em mulheres gravidas e em individuos
imunocomprometidos (Gall et al. 2015). Muitos desses virus produzem infeccGes
subclinicas e os sintomas aparecem com baixa frequéncia na populagéo. Ja outros virus,
podem desencadear condicOes graves de saude, tais como hepatites em adultos e
gastroenterites severas em criancas e idosos (Masachessi et al. 2017).

Em comparagdo com outros microrganismos, como bactérias e protozoarios, os
virus sdo a maior causa de gastroenterites (Pang et al. 2019). Embora a maioria das
infeccBes causadas por virus entéricos sejam gastroenterites autolimitadas, eles também
estdo associados a outras manifestagdes: infeccdes respiratorias, conjuntivites, hepatites,

meningite asséptica, encefalite e paralisia (laconelli et al. 2016).



1.4.2 Contaminacdo da agua por virus entéricos

Grandes quantidades de virus entéricos sdo eliminadas a partir das fezes e do
vomito de pessoas infectadas, os quais se espalhnam pelo ambiente via esgoto tratado ou
ndo tratado. Alguns deles ainda podem ser excretados durante a infec¢do através da urina
(Bosch et al. 2008; Pang et al. 2019). Em individuos infectados, os virus podem atingir
concentragdes de até 102 virus por gramas de fezes (Drexler et al. 2011). A excrecio de
virus nas fezes pode se estender por longos periodos apds a resolucdo dos sintomas ou
acontecer até mesmo em infeccdes assintomaticas (Kirby et al. 2014; Ye et al. 2016).

Individuos com infeccdo assintomatica funcionam como amplificadores,
reservatorios e disseminadores virais e constituem uma fonte de transmissdo aos
individuos suscetiveis (Yezli e Otter 2011). Uma vez langados no ambiente, esses virus
podem contaminar a agua usada para fins de consumo e atividades recreacionais,
tornando-as potenciais fontes de infeccdo (Masachessi et al. 2018). Embora esses virus
se diluam na &gua e possam apresentar concentracdo relativamente baixa, poucas
particulas virais sdo necessarias para que uma rapida infecgéo se instale no hospedeiro, ja
que a dose infectante dos virus entéricos varia de 10 a 100 particulas (La Rosa et al 2012;
Prevost et al. 2016). Dentre os virus entéricos, os mais relatados em agua contaminada
por fezes sdo os adenovirus, 0s enterovirus, 0s rotavirus, 0s norovirus, 0s virus das
hepatites e os poliomavirus (Wong et al. 2012).

Virus entéricos tém sido encontrados em fontes de dgua superficiais e subterraneas
em todo o mundo (La Rosa et al 2012). A principal fonte de virus entéricos em aguas
superficiais € a materia fecal, que pode ser proveniente dos seres humanos, dos animais
da pecuaria e dos animais selvagens. Esses virus podem atingir os cursos d’agua através
do escoamento superficial ou ainda pelo despejo de esgoto tratado e néo tratado (Pang et
al. 2019; Fratini, Di Bonito e La Rosa 2014).

As aguas subterraneas podem ser contaminadas a partir do vazamento em redes
de esgoto danificadas e da infiltracdo do efluente de sistemas septicos que € lancado no
solo. Ao atingir a 4gua subterranea, 0os virus entéricos podem ser inativados, podem
retornar a superficie juntamente com a agua retirada de po¢os ou ainda ser transportados
lateralmente no lencol freatico até cursos de aguas superficiais (Corsi et al. 2014). Esses
virus apresentam um maior potencial de transporte no meio subterrdneo quando
comparado a outros patdgenos de veiculagdo hidrica, como bactérias e protozoarios, pois

conseguem passar mais rapidamente através do meio poroso do sedimento. A adsor¢édo



dos virus aos granulos constitui um mecanismo de reten¢do, mas as forgas envolvidas
nessa interacdo dependem das caracteristicas quimicas da agua e do sedimento (Borchard
et al. 2007).

Os virus entéricos podem contaminar inclusive aquiferos confinados, os quais séo
geralmente considerados mais protegidos dos poluentes originados da superficie.
Possiveis explicagBes para o transporte desses virus até essas fontes de agua profundas
incluem problemas de ordem técnica dos pocos e o fluxo dos virus através dos poros do
aquitarde, do meio poroso de suas bordas ou brechas e, ainda, de suas fraturas (Bradbury
et al 2013).

1.4.3 Potencial de emergéncia de virus entéricos zoondticos no meio rural

Embora os virus entéricos que infectam humanos sejam, em sua maioria,
especificos, a transmissdo zoonotica tambem é possivel (Hamza e Bibby 2019). A
constatagdo da capacidade de transmiss&o direta de virus entéricos de animais & humanos,
bem como de reagrupamento de seguimentos genéticos (reassortment) desses virus em
infeccdes mistas, tem colocado em evidéncia o potencial dessa via de transmisséo (Verma
et al 2018).

A zona rural é um ambiente favoravel a emergéncia de virus zoonéticos devido a
proximidade entre humanos e animais. O risco é aumentado quando ha pecuéria de
criagdo mista e quando esta ndo é realizada sob confinamento, 0 que permite maior
interacdo dos animais da criagdo entre si e destes com os selvagens (Huang et al. 2016).
O acesso dos animais da pecuaria a fontes de aguas superficiais que também sdo
destinadas ao uso humano possibilita a veiculacdo hidrica de patdégenos zoondticos,
incluido os virus entéricos (Phan et al 2016).

Grande parte das zoonoses sdo originarias de animais domésticos e da pecuéria,
contudo, devido a alteragdes no meio ambiente e mudancas comportamentais e
habitacionais da humanidade, ha uma maior tendéncia de as zoonoses emergirem a partir
da vida selvagem. A ampliacdo das areas destinadas a pecuéria e a agricultura favorece o
contato entre espécies domésticas e selvagens, o que facilita a transferéncia de patdégenos
entre elas (Wang e Grameri 2014).

Algumas cepas do virus da hepatite E sdo capazes de infectar humanos e outros
animais. Os genotipos 3 e 4, por exemplo, infectam tanto humanos como suinos, mas a

transmisséo deles entre pessoas tem pouca evidéncia (Tedder et al. 2017; Hanza e Bibby
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2019). Essas cepas estdo presentes nos musculos desses animais infectados e a
transmissdao tem sido associada ao consumo de sua carne malcozida. Além disso, a
transmissdo desses virus também esta associada a agua contaminada pelos dejetos desses
animais, quando ingerida diretamente ou quando usada na irrigacdo de alimentos
cultivados (Van der Poel 2014; Bosch, Pint6 e Guix 2016; Park et al. 2016).

Outros virus entéricos com potencial de transmissdo zoono6tica sdo 0s rotavirus
(Phan et al. 2016; Rojas et al 2019), os norovirus (Summa, Henttonen e Maunula 2018) e
os astrovirus (Jahpet et al. 2019). Para os seres humanos, o risco de zoonoses virais inclui
ndo apenas a rota de transmissdo alimentar e hidrica, mas também a exposi¢édo cuténea a
fluidos corporais e excretas, em especial para trabalhadores que lidam diretamente com
animais, como abatedores e veterinarios (lturriza-Gomara e O’Brien 2016).

A emergéncia de zoonoses é dependente das interagcdes entre o patdgeno e o seu
hospedeiro e deste com outras espécies (Wang e Grameri 2014). A interacdo dos virus
com seus hospedeiros esta relacionada a presenca de receptores de superficie, resposta
imune inata, anticorpos com reacdo cruzada a virus relacionados e fatores
epidemioldgicos que afetam o contato com o virus. Infecgbes virais normalmente séo
assintomaticas em hospedeiros reservatorios e patogénicas em uma nova espécie. Quando
um virus ultrapassa a barreira entre duas espécies, ele provavelmente apresenta pouca
adaptacdo e se replica com baixa intensidade. Contudo, devido a sua alta mutabilidade,
apresenta potencial adaptativo para aumentar sua carga viral, sua patogenicidade e sua

transmissibilidade entre as espécies envolvidas (Delwar 2012).

1.4.4 Adenovirus

Os adenovirus humanos (HAdV) pertencem a familia Adenoviridae e ao género
Mastadenovirus, dentro do qual sdo agrupados em sete especies ou subgrupos, que sao
identificadas por letras, de A a G. No interior de cada uma dessas espécies, 0s HAdV sao
ainda classificados em sorotipos ou tipos com base na auséncia de neutralizagéo cruzada,
totalizando mais de 70 tipos. As espécies de adenovirus apresentam variagdo quanto ao
receptor celular usado, tropismo tecidual, sintomatologia e tendéncia ao estado de laténcia
(Hoeben e Uil 2013; Arnold e MacMahon 2017).

Os adenovirus podem ser transmitidos pelo contato pessoal direto ou préximo,
envolvendo a rota fecal-oral e aérea, ou pela exposi¢cdo ambiental devido ao contato com

agua ou superficies contaminadas (Ponterio e Gnessi 2015; Mennechet et al. 2019). Essas
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rotas de transmissdo decorrem da possibilidade de liberagdo dos virus nas secregdes
respiratdrias, lagrimas e fezes de individuos infectados (Matthes-Martin, Boztug e Lion
2013).

A particula viral dos HAdV é ndo-envelopada, de simetria icosaédrica, com 20
faces triangulares e 12 vértices, e diametro que varia de 70 a 100 nandmetros. O capsideo
viral é composto por trés proteinas maiores e varias outras menores. As maiores sdo 0S
hexons, as bases dos pentons e as fibras. No total ha 252 capsémeros, dos quais 240 sao
hexons e 12 sdo pentons. Internamente ao capsideo hd uma core formado por quatro
proteinas que interagem com o DNA. No interior do virion maduro encontra-se 0 genoma
e copias da protease adenoviral (Robinson et al. 2011; Lion 2014).

Os hexons s@o as maiores proteinas, apresentam composicéo trimérica e formam
as faces em agrupamentos de 12 unidades. Os pentons sd0 compostos por uma base
pentamérica (cinco bases dos pentons), que forma cada vértice do icosaedro, e uma fibra
proteica trimérica, que é ancorada no capsideo por esta base e se projeta a partir de cada
vertice. A porc¢do terminal dessa fibra é responsavel pela ligagéo inicial da particula viral
ao receptor da célula hospedeira, a qual precede a endocitose do virus. (Lion 2014; Reddy
e Nemerow 2014; Gall, Shisler e Maifias 2015).

O genoma dos diferentes tipos de HAdV compartilha muita semelhanca. Ele é
formado por um DNA linear de dupla fita com cerca de 36000 pares de bases que
apresenta uma proteina terminal (TP) ligada a ambas as extremidades 5. As duas
extremidades ainda apresentam repeti¢cOes terminais invertidas (RTI) de cerca de 100
pares de bases, onde se localizam origens de replicacdo idénticas (Giberson, Davidson e
Parks 2012; Hoeben e Uil 2013;).

O genoma dos HAdV pode ser dividido de acordo com o padrdo temporal de
transcricdo durante o ciclo de replicacdo. Assim, apresentam as regides precoces,
intermediarias e tardias. As regifes precoces sdo compostas de quatro unidades
transcricionais, nomeadas E1 a E4, com funcdo relacionada ao estabelecimento da
infeccdo viral. As proteinas codificadas por Ela, E1b, E3 e E4 estdo relacionadas a
transativacdo de outras regides do DNA viral e a mudangas no ambiente da célula
hospedeira e na resposta imune (Robinson et al. 2011).

As proteinas codificadas por E2 tem fungdo direta na replicacdo do genoma. As
regibes tardias, compostas de cinco unidades transcricionais, nomeadas L1 a L5,
codificam principalmente proteinas estruturais e estdo relacionadas a formacéao de virions

maduros. Essas unidades apresentam um promotor comum, que gera um Unico transcrito
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primério, o qual sofre splicing alternativo para gerar os respectivos transcritos. O genoma
também transcreve VA-RNA 1 e 11, que bloqueiam diretamente a ativacdo da resposta ao
interferon (Giberson, Davidson e Parks 2012).

Diferentes sindromes estdo associadas as infec¢des por HAdV, dentre as quais se
destacam gastroenterites, doencas respiratorias, conjuntivites, cistite hemorrégica e
exantema (Sanaei Dashti et al. 2016). As infeccBes por esse virus geralmente séo
assintomaticas ou produzem doencas de baixa gravidade e autolimitadas em hospedeiros
saudaveis. Contudo, em pessoas imunossuprimidas, a infeccdo pode progredir para
quadros mais graves devido a infeccdo disseminada (Radke e Cook 2018).

Em geral, infecgdes da conjuntiva estdo associadas as espéecies B, D e E, das vias
aéreas superiores e inferiores as espécies B, C e E e do trato gastrintestinal as espéecies F
e G (Radke e Cook 2018). Dentre os sorotipos entéricos, os HAdV 40 e 41 sdo 0s mais
associados a gastroenterites (Sanaei Dashti et al. 2016). Esses sorotipos sdo facilmente
transmitidos pela rota fecal-oral e constituem uma importante causa de gastroenterites em

criancas (Rodriguez-Lazaro 2012).

1.45 Enterovirus

Os enterovirus (EV) humanos somam mais de 100 sorotipos, 0s quais S&o
classificados na ordem Picornavirales, na familia Picornaviridae e no género Enterovirus
(Tian et al. 2017). Dentro deste género, esses virus sdo reunidos em quatro espécies de
EV, os EV de A a D, e trés espécies de rinovirus, os rinovirus A, B e C (Joffret et al.
2018). Além desses virus que infectam humanos, esse género ainda contém cinco espécies
que infectam outros animais, os EV de E a J. A transmissdo, que depende do tipo viral
envolvido, pode ocorrer pela rota fecal-oral ou pela via respiratéria. Alguns exemplos
desse virus sdo: Coxsakievirus A e B, Echovirus, Poliovirus e Rinovirus (van der Linden,
Wolthers e van Kuppeveld 2015).

Os virus da familia Picornaviridae sdo ndo-envelopados e pequenos, 0s quais
apresentam suas particulas virais com didmetro variando entre 27 e 30 nm. O capsideo
apresenta simetria icosaédrica e € composto por quatro peptideos, VP1 a VP4, cada um
em numero de 60 copias. Ele encerra um genoma de RNA de fita simples, néo-
segmentado e de sentido positivo, com aproximadamente 7500 nucleotideos (Jiang et al
2014).
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O genoma dos EV apresenta um grande quadro de leitura aberta que contém em
suas extremidades 3’ e 5’ regides ndo traduziveis. Esse quadro codifica uma poliproteina
que, apos clivagem, origina as proteinas P1, P2 e P3, que sdo precursoras das proteinas
estruturais e ndo estruturais do virus. As proteinas do capsideo (VP1 a VP4) séo
produzidas a partir de P1, enquanto as proteinas relacionadas ao ciclo replicativo do virus
sdo geradas a partir de P2 e P3 (Joffret et al. 2018).

O ciclo replicativo dos EV ocorre primariamente no trato gastrintestinal ou no
respiratorio. A partir desses locais, 0s virus podem se espalhar por via sanguinea a outros
tecidos pelos quais apresentam tropismo, onde a infec¢do tem potencial de causar a morte
(Linden, Wolthers e van Kuppeveld 2015). Devido a grande diversidade genética dos EV
é esperado que eles tenham uma grande diversidade fenotipica. Assim, a sua infec¢édo
produz quadros clinicos variaveis, mesmo quando causada por sorotipos da mesma
espécie. As doencas causadas pelos EV incluem: gastroenterite, doencas do trato
respiratério superior e inferior, encefalite, paralisia, meningite, conjuntivite,

miopericardite, pancreatite e hepatite (Tapparel et al. 2013).

1.5 COLIFORMES E VIRUS ENTERICOS COMO INDICADORES DE
CONTAMINACAO FECAL

A qualidade microbiolégica da agua de consumo humano é avaliada em muitos
paises por meio de indicadores bacteriologicos (Gamazo et al. 2018). Eles séo usados
para indicar contaminag&o fecal e incluem os coliformes totais e a espécie Escherichia
coli (EC) (Kaliakatsos et al. 2019). No Brasil, a legislacdo estabelece que a 4gua com essa
finalidade ndo deve conter coliformes totais e E. coli quando analisada amostras de 100
mL. A analise de virus entéricos € apenas uma recomendacao para aguas superficiais, nos
pontos onde ha captacdo para abastecimento (Brasil 2017).

Os coliformes totais sdo bacilos gram-negativos, ndao formadores de esporos,
aerobios ou anaerdbios facultativos, capazes de se multiplicar sob altas concentracdes de
sais biliares e de fermentar a lactose com producéo de gas ou aldeido a temperatura entre
35 e 37°C em periodo de 24 horas. Os coliformes termotolerantes sdo as bactérias desse
grupo que conseguem fermentar a lactose em temperaturas mais elevadas, entre 44 e
45°C, e tem como um de seus representantes a espécie E. coli (WHO 2011).

Os coliformes totais incluem bactérias que podem sobreviver e crescer em agua.

Embora isso comprometa o seu uso como indicador de contaminacéo fecal, eles podem
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ser usados para avaliar a limpeza e integridade do sistema de distribuicdo e também a
possibilidade de formacdo de biofilmes. A bactéria E. coli esta presente em elevada
concentracdo nas fezes de humanos e animais. Sua baixa capacidade de sobrevivéncia e
crescimento em condi¢des ambientais torna a sua presenca rara em ambientes livres de
contaminac&o fecal. J& as outras espécies de coliformes termotolerantes podem ter origem
ambiental (WHO 2011).

O uso dos coliformes termotolerantes e E. coli como indicadores de contaminagéo
fecal € baseado na sua excrecdo generalizada nas fezes de animais homeotérmicos e na
inviabilidade da pesquisa de todos os patdgenos individualmente (Pachepsky et al. 2016).
Além disso, a metodologia de deteccdo desses microrganismos € simples, rapida e barata
em relacdo a deteccédo direta de patogenos de veiculacdo hidrica (Ferguson et al 2012;
Kaliakatsos et al. 2019). Contudo, esses microrganismos indicadores apresentam algumas
deficiéncias. A deteccdo deles na agua fornece apenas uma suspeita da presencga de
patdgenos e o seu uso pode produzir resultados falso-positivos, quando o indicador esta
presente e 0 patdgeno ausente, e falso-negativos, quando o indicador esta ausente e 0
patogeno presente (Pachepsky et al. 2016). Além disso, ainda que de forma restrita, E.
coli pode se reproduzir fora do intestino animal quando h& condi¢des de temperatura
adequadas e ndo ha competidores mais adaptados (Garcia-Aljaro et al. 2018).

Os virus entéricos apresentam algumas caracteristicas que 0s tornam atrativos
como indicadores complementares aos tradicionais indicadores bacterianos. Esses virus
apresentam grande estabilidade ambiental, a qual é conferida pela auséncia do envelope
lipidico que torna muitos virus sujeitos a acdo de agentes ambientais. Eles ainda sdo mais
resistentes a inativacdo por processos de tratamento da &gua e por luz solar quando
comparados as bactérias indicadoras. Além disso, 0s virus entéricos, ao contrario desses
indicadores, geralmente apresentam especificidade de hospedeiro, o0 que permite utiliza-
los como ferramenta de rastreamento da fonte de microbiana. Utilizando-se disso, €
possivel determinar se a fonte de contaminagdo é humana ou animal (Bofill-Mas et al.
2013; Barrios et al. 2018). Essa informacao é importante pois permite que medidas mais

efetivas de eliminacéo da fonte poluidora sejam tomadas (Mattioli et al. 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

A disponibilidade de agua em boa qualidade e quantidade € fundamental a saude
e ao bem-estar dos seres humanos (Mena-Rivera e Quir6z-Vega 2018; Hove et al. 2019).
O consumo de agua contaminada é responsavel por uma grande carga de doencas em
paises de média e baixa renda e estd intimamente relacionada a deficiéncia em
saneamento (Uejio et al. 2016; Ravindra, Mor e Pinnaka 2019). Em areas rurais brasileiras
ainda ha uma alta proporcdo de pessoas sem acesso aos servicos de saneamento basico
(Ribeiro, Abreu e Laporta 2018).

Nesse contexto, os habitantes de areas rurais sdo obrigados a buscarem fontes
alternativas de obtencdo de agua e solucgdes locais de disposicdo de excretas. Essas
iniciativas muitas vezes sdo realizadas sem o conhecimento técnico necessario e sem o
acompanhamento de institui¢ces ligadas a promogdo de saude (Suhogusoff, Hirata e
Ferrari 2013). No meio rural, a criagcdo de animais gera elevada quantidade de excretas,
as quais frequentemente ndo tem um destino adequado (Mena-Rivera e Quirdz-Vega
2018). Além disso, é frequente o consumo de agua sem qualquer tratamento prévio nesses
locais (Leite et al. 2018). Devido a essas condicOes, a populacao rural esta em situacao
de vulnerabilidade a patdgenos de veiculacao hidrica devido a contaminacéo fecal de suas
fontes de agua.

O monitoramento da agua de consumo para contaminantes fecais constitui uma
importante medida de prevencdo a doencas que afetam a saude publica (Humphrey Jr,
Sanderford e Iverson 2018). Adenovirus e enterovirus sdo importantes patdégenos de
veiculacdo hidrica que podem ser usados como indicadores desse tipo de contaminante.
Eles tém sido detectados em aguas residuais domésticas e diversos tipos de fontes de agua
para consumo em todo mundo e fazem parte da Lista 4 de Contaminantes Candidatos da
Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos, que retine contaminantes que ndo
estdo regulamentados como parametro de andlise, mas que apresentam grande
prevaléncia em aguas fecalmente contaminadas (La Rosa et al. 2012).

Os tradicionais indicadores bacterianos de contaminacdo fecal, tal como E. coli,
nem sempre estdo correlacionados a presenca de virus entéricos e estes apresentam
caracteristicas que os tornam atrativos como indicadores complementares: permanecem
viaveis por longos periodos, sdo mais facilmente transportados no solo e permitem o

rastreamento da fonte de contaminacdo fecal (Bofill-Mas et al. 2013). Além disso, ha
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poucas informacdes sobre a prevaléncia desses virus em fontes de agua no Estado de
Goiéas, em especial no meio rural.

O presente trabalho pode contribuir com informacgdes sobre a prevaléncia de
adenovirus e enterovirus na agua de consumo humano de propriedades rurais do Estado
de Goiés, bem como sobre suas condi¢cGes de saneamento. As informacgdes obtidas
poderdo orientar agdes que melhorem essas condi¢des e, consequentemente, a salde e a

qualidade de vida das pessoas que habitam nesses locais.

16



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar a contaminacdo fecal de diferentes fontes de agua individuais para o
consumo humano em comunidades rurais do Estado de Goias utilizando

microrganismos indicadores.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Pesquisar e quantificar EC nas amostras de agua.

e Pesquisar e quantificar HAdV e EV nas amostras de agua.

e Avaliar a associacéo e a correlacao entre EC e HAdV nas amostras de agua.

e Comparar a contaminacgdo bacteriana e viral entre os diferentes tipos de fontes de

agua.
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4 METODOLOGIA

41 LOCAL DO ESTUDO

Os locais de estudo foram comunidades rurais localizadas em diversos municipios
do Estado de Goias (Figura 1). Essas comunidades, que incluem quilombolas e
assentamentos, e seus respectivos municipios foram: Sdo Sebastido da Garganta
(Silvania), Lageado (Sdo Miguel do Araguaia), Magalhdes (Nova Roma), José de Coleto
(Colinas do Sul), Pelotas (Monte Alegre de Goias), Cedro (Mineiros), Sdo Domingos
(Cavalcante), Canabrava (Flores de Goias), Extrema (laciara), Sumidouro (Padre
Bernardo), Mesquita (Cidade Ocidental), Forte (Sd Jodo da Alianca),
Castelo/Retiro/Trés Rios (Simolandia), Queixo Dantas (Mimoso de Goiés) e Rafael

Machado (Niqueléandia).
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Figura 1 - A) Localizacdo do Estado de Goids no territdrio brasileiro. B) Localizagdo dos municipios em
que residem as comunidades rurais participantes deste estudo.

4.2 COLETA E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

As coletas foram realizadas entre os meses de abril e outubro do ano de 2019. O
volume de agua usado na analise de E. coli foi de 100 mL e, na analise viral, de 500 mL.

Em ambos os casos, as coletas foram realizadas em frascos esterilizados de volume
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compativel. As coletas de amostras para anlise de E. coli foram realizadas em frascos do
kit Colilert®. Para analise viral, frascos de polipropileno de 500 mL foram lavados com
agua e detergente, enxaguados adicionalmente com agua destilada e autoclavados a 121
°C e 1 atm por 15 min.

A amostragem foi realizada em 86 propriedades, cujas fontes de agua eram pogos
tubulares, pocos escavados, nascentes, mananciais superficiais e agua da chuva
armazenada em cisternas. Em cada propriedade, uma amostra para cada tipo de analise
(viral e bacteriologica) foi coletada da &gua de abastecimento das residéncias,
preferencialmente antes do reservatério domiciliar. Apos a coleta, as amostras foram
mantidas em caixa térmica contendo gelo e transportadas ao Laboratorio de Analise de
Aguas (LANnA) da Escola de Engenharia Civil e Ambiental, onde foram realizadas as
analises de coliformes, e ao Laboratdrio de Biotecnologia de Microrganismos (LBMic),
onde foram realizadas as analises virais, ambos na Universidade Federal de Goiés, em
Goiania. No laboratorio, as amostras foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C até as

analises.

4.3 DETECCAO E QUANTIFICACAO DE Escherichia coli

A analise de E. coli foi realizada pelo Método do Substrato Definido utilizando-
se o kit Colilert® (IDEXX) associado ao Sistema Quanti-Tray/2000® (IDEXX) de acordo
com as instrugdes do fabricante. Para se ampliar o limite maximo de quantificacdo do Kit,
esse método foi aplicado tanto em amostras ndo diluidas quanto em amostras sob dilui¢éo
10! em &gua ultrapura.

Cada saché do kit contém dois substratos, o orto-nitrofenil-p-D-
galactopiranosideo (ONPG) e o 4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo (MUG), os quais
sdo metabolizados de forma especifica, respectivamente, por bactérias do grupo dos
coliformes totais e por E. coli, gerando uma alteracdo de cor que permite identificar esses
indicadores. Os substratos foram adicionados em 100 mL de amostra (ndo diluida e sob
diluicdo 10?1) e, apds homogeneizagdo, esse volume foi transferido para a cartela
contendo 97 pocos do Kit, a qual foi entdo selada e mantida em estufa a 35°C por 24 horas.
Depois desse periodo, a deteccdo de E. coli foi realizada pela observacédo de pogos onde
a amostra assumia cor amarela ao olho nu e emitia fluorescéncia de cor azul sob luz
ultravioleta (UV) a 365 nm. De acordo com o0 nimero de pocos que apresentaram tais
caracteristicas, a quantificacdo desse indicador foi obtida consultando a tabela de nimero
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mais provavel (NMP) fornecida pelo fabricante. Os resultados foram expressos em
NMP/100 mL.

44 CONCENTRACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE VIRAL

Para concentracdo das amostras de adgua foi usada a metodologia de adsorcéo-
eluicdo descrita por Katayama et al. (2002) com modificacdes, de forma semelhantes ao
realizado por Vecchia et al. (2012). Inicialmente, foi misturado 0,6 g de MgCl».6H-0 a
amostra de agua e, em seguida, o seu pH foi ajustado a 5 £ 0,5 usando solugdo de HCI
10% e de NaOH 1 M. Na sequéncia, a amostra foi filtrada & vacuo através de uma
membrana de 47mm de didmetro e poro de 0,22 um composta de ésteres mistos de
celulose (Millipore GSWP04700), que confere a membrana carga elétrica negativa. Logo
apos, foi passado 87,5 mL de solugdo de H2SOs 0,5 mM (pH 3) pela membrana,
utilizando-se o0 mesmo sistema de filtragéo, para liberacdo dos cétions adsorvidos.

Em seguida, a membrana foi transferida para um tubo de centrifugacéo estéril de 5
mL (tipo Eppendorf) contendo 2,5 mL de NaOH 1 mM (pH 10,5), o qual foi submetido
a agitador vortex por 5 minutos para eluicdo das particulas virais potencialmente
adsorvidas na membrana. Ao final, a membrana foi retirada do tubo e a mistura restante
foi neutralizada com 12,5 pL de H2SO4 50 mM e 12,5 pL de tampéo Tris-EDTA (TE)
100x concentrado. As amostras concentradas foram congeladas a -20°C até a etapa de
extracdo dos acidos nucleicos. Nao foram realizados testes para se avaliar a taxa de
recuperacdo deste método.

Na filtragem foram usados sistemas de filtracdo reutilizaveis para membrana de 47
mm confeccionados em polissulfona (Millipore/Nalgene) conectados a bombas de vacuo,
ajustadas em 550 mmHg. A reutilizacdo do sistema era sempre antecedida por
esterilizacdo. Assim, ap6s lavagem com &gua e detergente, o sistema era enxaguado,
sucessivamente, com hipoclorito de sodio 2,5%, agua destilada e alcool 70%. Logo apos,
0 sistema era deixado por 15 min em cabine de seguranca biologica sob luz UV para

secagem e esterilizagéo.

45 CONTROLES VIRAIS

Os controles-padréo de HAdV e de EV foram gentilmente cedidos pelo professor
Dr. Fernando Rosado Spilki da Universidade FEEVALE, Novo Hamburgo, Rio Grande
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do Sul. Tais controles consistiam, respectivamente, em DNA de HAdV sorotipo 5 e em
RNA de poliovirus 1.

46 EXTRACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS VIRAIS

Os acidos nucleicos virais foram extraidos com o uso do kit de extracdo Quick-
DNA/RNA™ Viral Kit (ZYMO RESEARCH) seguindo as instrucdes do fabricante.
Inicialmente, a amostra concentrada foi descongelada e homogeneizada em agitador
vortex. A um tubo de centrifugacao, foram adicionados 400 pL da amostra, a qual foi
misturada sequencialmente a 400 pL de DNA/RNA Shield™ e a 800 pL Viral DNA/RNA
Buffer™. A mistura resultante foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Logo
depois, ela foi transferida a coluna do kit (Zymo-Spin™ [1C-XL Column) acoplada no
interior de um tubo de coleta e centrifugada a 14000 g por 2 minutos. Esse processo foi
realizado em duas etapas, cada uma usando um volume de 800 pL da mistura,
recarregando-se a coluna.

Em seguida, a coluna foi lavada duas vezes pela adicdo de 500 pL de Viral Wash
Buffer e centrifugacdo a 14000 g por 30 segundos. Uma lavagem final foi realizada pela
adicdo de 500 pL de &lcool etilico absoluto e centrifugagdo a 14000 g por 1 minuto. Por
fim, a coluna foi acoplada no interior de um tubo de centrifugacgdo e os &cidos nucleicos
a ela adsorvidos foram eluidos pela adi¢do de 50 pL de agua livre de DNAse/RNAse e
centrifugacdo a 12000 g por 30 segundos. O eluato contendo DNA e RNA extraidos foi
armazenado a - 80°C até a etapa seguinte da andlise. A concentracdo de DNA e RNA nas
amostras apos extracdo foi quantificada usando espectrofotometro NanoVue™ Plus (GE

Healthcare Life Sciences).

4.7 SINTESE DE cDNA

No caso da andlise de EV, que apresenta genoma de RNA, um passo adicional de
sintese da primeira cadeia de DNA complementar (cDNA) foi realizado ap0s a extragédo
dos acidos nucleicos. Para isso foi usado o kit Platus Transcriber RNAse H- cDNA First
Strand (Sinapse Inc.) seguindo as instrugfes do fabricante. Para maximizar a deteccéo,
cDNA foi sintetizado a partir das amostras extraidas ndo diluidas e sob dilui¢do 102

Em microtubos de PCR de 200 pL, foram adicionados 6 pL de agua livre de

nucleases, 1 pL de iniciadores hexamericos randémicos e 5 pL de amostra extraida. Essa
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mistura foi incubada a 65 °C. Em seguida, foram adicionados 4 pL do tampé&o de reacdo
5X, 1 pL de inibidores de RNAse (20 U/pL), 2 pL de dNTPs 10 mM e 1 pL H Minus
Transcriptase Reversa (200U/uL). A mistura final, com volume de 20 pL, foi incubada
de acordo com a sequéncia: 25 °C por 5 minutos, 45 °C por 60 minutos e 70 °C por 5 min.
Todas as etapas de incubagdo foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research
Inc.). Como controle positivo dessa reacgéo, foi utilizada uma dilui¢do 10 do controle-
padrédo de EV. O produto da sintese foi congelado a -80 °C até a realizacdo da reacdo em

cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (QPCR).

4.8 DETECCAO E QUANTIFICACAO DOS INDICADORES VIRAIS

A deteccdo e quantificacdo de HAdV e EV foram realizadas por meio da reagédo
em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (QPCR) usando o intercalante de
DNA de fita dupla EvaGreen® como fluoréforo. As reacGes foram realizadas em placas
de qPCR de 96 pocos utilizando-se o0 equipamento iQ5™ Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad Laboratories Inc) com o software iQ5™ Optical System na verséo 2.1.
As condicdes das reacdes foram previamente otimizadas e padronizadas utilizando-se 0s
controles virais. Em cada rodada de reac¢Ges foram utilizados controle sem molde (NTC -
no template control), curva-padrdo em duplicata para a quantificacdo absoluta das
particulas virais e, no caso da gPCR para EV, o controle positivo da transcricdo reversa.
Ap0s as reagdes, um ciclo de desnaturacao entre 65 e 95 °C, com acreéscimos de 0,5 °C a
cada 30 s, foi realizado para se obter a curva de dissociacdo e se verificar a especificidade
do produto em caso de amplificacdo. Os resultados da qPCR foram dados em cdpias

gendmicas por litro (CG/L). Os iniciadores usados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Iniciadores usados na gPCR de fragmentos gendmicos de HAdV e EV.

Iniciadores Ta* usada
Virus iﬁ?; — - — nesta Amplicon
Nome Sequéncia Polaridade  Posicd0  pesquisa
VTB2-HAdVCf 5-GAGACGTACTTCAGCCTGAAT-3' Senso 106-1262
HAdV Hexon 62°C 101 pb
VTB2-HAdVCr 5-GATGAACCGCAGCGTCAA-3' Reverso  190-207?
ENT-F1 5'-CCTCCGGCCCCTGAATG-3' Senso 443-459°
EV 5UTR 64°C 116 pb
ENT-R2 5-ACACGGACACCCAAAGTAG-3'  Reverso  541-559¢

aSequéncia de primers descrita por Wolf et al. (2010).
bSequéncia de primer descrita por Tsai et al. (1993).
¢Sequéncia de primers descrita por Vecchia et al. (2012).
*Ta: temperatura de anelamento.
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4.8.1 Curva padrdo da qPCR

Para a quantificagdo absoluta das particulas virais nas amostras, curvas-padréo de
cinco pontos em duplicata foram obtidas em cada rodada de qPCR. Elas foram geradas a
partir da amplificacdo do controle-padrdo de HAdV e do cDNA sintetizado a partir do
controle-padrdo de EV em diluigdes seriadas de fator 10.

O numero de copias genémicas virais do controle-padrdo de HAdV foi obtido a
partir de sua massa de DNA e, do controle-padrdo de EV, a partir de sua massa de RNA,
ambas quantificadas em 1 pL de cada controle por meio do espectrofotdmetro
NanoVue™ Plus (GE Healthcare Life Sciences). Posteriormente, essas massas foram
convertidas em nimero de moléculas de DNA genémico para HAdV (NHadv) € de RNA
gendmico para EV (Nev). Para esses célculos, foi assumido que o genoma do HAdV
sorotipo 5 contém 35938 pares de bases e que o genoma do poliovirus 1 contem 7441
bases. Para o controle de EV, também foi considerado que todo o RNA gendémico foi
convertido em cDNA. A conversdo das massas de DNA e RNA gendmicos em ndmero
de moléculas de DNA e RNA gendmicos foram realizadas utilizando-se as equacdes

seguintes:

Npaqv = [massa DNA¢;/(tamanho DNAg, x 617,96) + 36,04] x 6,022 x 1023
Ngy = [massa RNA¢/(tamanho RNAg x 321,47) + 18,02] x 6,022 x 1023

As curvas-padrdo foram validadas em observacao aos parametros de coeficiente
de correlagdo (> 0,98), eficiéncia da reacdo (entre 90 e 110%) e slope (entre -3,49 e -
3,24).

4.8.2 (PCR para HAdV

O volume de reacdo de 20 pL foi composto por 4 pL do kit 5x HOT FIREPoI®
EvaGreen® gqPCR Supermix (Solis BioDyne), 0,4 pL de cada iniciador (10 pmol/uL),
10,2 pL de agua ultrapura livre de DNAse/RNAse (LGC Biotecnologia) e 5 uL de
amostra extraida sob diluicdo de 10?. Essa diluicdo visou diminuir a influéncia de
inibidores da reagdo potencialmente presentes em amostras ambientais. A qPCR foi
composta por 1 ciclo a 95 °C por 12 min para ativagdo da polimerase, 45 ciclos compostos

por um passo de desnaturacdo a 95 °C por 15 s, um passo de anelamento a 62 °C por 30 s
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e um passo de extensdo a 72 °C por 30 s. Para geragdo da curva-padrdo foram usadas
diluicOes seriadas de fator 10 do controle-padrdo de adenovirus em duplicata, da dilui¢éo

10 até a 10°°, partindo-se de 2,12 x 10® copias gendmicas por reacao.

4.8.3 (PCR paraEV

A gPCR para EV foi realizada de duas maneiras: uma a partir do cDNA sintetizado
a partir das amostras ndo diluidas e outra a partir do cDNA sintetizado a partir das
amostras com diluicdo 10, Na primeira, 5 uL de cDNA sob diluicdo 10 foi usado na
gPCR enquanto que, na segunda, 2 UL de cDNA néo diluido foi usado. Em ambos os
casos, 0 volume de reacdo foi de 20 pL, sendo composto por 4 pL do kit 5x HOT
FIREPoI® EvaGreen® qPCR Supermix (Solis BioDyne), 0,4 pL de cada iniciador (10
pmol/uL) e dgua ultrapura livre de DNAse/RNAse (LGC Biotecnologia) para completar
0 volume. A gPCR foi composta por 1 ciclo a 95 °C por 12 min para ativacdo da
polimerase, 45 ciclos compostos por um passo de desnaturacao a 95 °C por 15 s, um passo
de anelamento a 64 °C por 30 s e um passo de extensdo a 72 °C por 30 s. Para geracédo da
curva-padréo foram usadas dilui¢Ges seriadas de fator 10 do controle-padréo de EV em
duplicata, da diluicio 10 até a 107, partindo-se de 4,38 x 108 copias gendmicas por

reagdo quando se usou 5 pL do controle e 1,75 x 108 quando se usou 2 pL.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

A associacdo entre o indicador bacteriano EC e o indicador viral HAdV, bem como
deste e o tipo de fonte (subterranea ou superficial) foi avaliada atraves do teste qui-
quadrado com correcdo de continuidade. A associagdo entre esses indicadores e 0s
subtipos de fontes subterréneas (poco perfurado, pogo escavado ou nascente) foi avaliada
através do teste do qui-quadrado de Pearson. A correlacdo entre as concentragdes desses
indicadores foi avaliada através do teste de correlacdo de Spearman. Valores de p < 0,05
foram considerados significantes. Em todos 0s casos, as analises foram realizadas usando

0 programa estatistico IBM SPSS versdo 20.
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5 RESULTADOS

No total, 86 amostras de agua provenientes de fontes individuais foram obtidas em
propriedades rurais e analisadas quanto a contaminagdo fecal por meio do indicador
bacteriano EC e dois indicadores virais, HAdV e EV. A tabela 2 fornece a distribuigéo

das amostras de acordo com o tipo e o subtipo de fonte de agua.

Tipo de fonte  Subtipo da fonte Quantidade
Poco tubular 10
Subterrénea Poco escavado 31 60
Nascente 19
Superficial Rios, ribeirdo e corregos 18
Chuva Cisterna 8
Total 86

Tabela 2 - Distribuicdo das amostras analisadas em relacdo ao tipo de fonte. Fonte subterranea foi
subdividia em trés subtipos.

Indicativo de contaminacdo fecal foi encontrado em 90,7% (78/86) das amostras, as
quais apresentaram pelo menos um dos indicadores utilizados. O indicador mais
frequentemente encontrado foi EC, detectado em 74,4% (64/86) das amostras, seguido
por HAdV (49/86), detectado em 57% das amostras, e por EV, detectado em 9,3% (8/86)
das amostras (Figura 2A).

Considerando as amostras positivas, a média geométrica da concentracéo de EC foi
8,34 x 10 NMP/100mL, a sua concentracdo minima foi 2 e a sua concentragdo maxima
foi 1,55 x 10* NMP/100mL, a qual foi encontrada em amostra de agua cuja fonte era um
manancial superficial. Para HAdV, a média geométrica de sua concentracéo foi 8,6 x 10°
CGIL, a sua concentracdo minima foi 3,28 x 10* e a sua concentragdo maxima foi 1,0 x
108 CGI/L, a qual foi encontrada em amostra de agua cuja fonte era uma cisterna de agua
da chuva. Ja para EV, a média geométrica da sua concentragao foi 9,75 x 10° CG/L, a sua
concentragdo minima foi 1,11 x 10° e a sua concentragdo maxima foi 1,73 x 10’ CG/L, a
qual foi detectada em amostra de agua cuja fonte era uma nascente (Figura 2B).
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A Contaminacdo das amostras B Concentragéo dos indicadores

80.0%  744% 1,00E+08
70,0% 1,00E+07
60,0% 57.0% 1,00E+06
50,0% 1,00E+05
EC

40,0% 1,00E+04
30,0% 1,00E+03
0,

20,0% 9.3% 1,00E+02
10,0% . 1,00E+01

0,0% 1,00E+00

HAdV EV EC HAdV EV

Minimo m Maximo O Média

Taxa de deteccdo
Concentracdo (CG/L ou
NMP/100mL)*

Figura 2 - A) Indicativo de contaminagéo fecal das amostras de agua de acordo com os indicadores. B)
Concentragbes maximas e minimas dos indicadores e suas médias geométricas (considerando as amostras
positivas). *As concentragles virais foram expressas em cépias gendmicas por litro (CG/L) e, a
concentragdo de EC, em nimero mais provavel por 100 mililitros (NMP/100mL).

Tanto em amostras de fontes subterraneas como de fontes superficiais, EC foi o
marcador mais prevalente, alcancando taxas de deteccdo de 73% (44/60) e de 100%
(18/18) respectivamente. Em amostras de cisternas, EC foi 0 menos prevalente, com taxa
de deteccdo de 25% (2/8). HAdV foi 0 segundo mais prevalente em amostras de fontes
subterraneas e de fontes superficiais, onde as taxas de deteccdo foram de 60% (36/60) e
de 28% (5/18) respectivamente. Todas as amostras de cisternas apresentaram
contaminagdo por HAdV. EV foi o indicador menos prevalente tanto em amostras de
fontes subterraneas como de fontes superficiais, nas quais as taxas de detec¢do foram de
5% (3/60) e de 6% (1/17) respectivamente. Contudo, em amostras de cisternas, a detec¢édo
de EV superou a de EC, alcancando a taxa de 50% (4/8) (Figura 3).

Taxa de deteccdo de EC, HAdV e EV por tipo de fonte
100% 100%
o 100%
S 73%
§ 80% 60%
@ 60% 50%
o
S 40% 28% 250
g 20% 5% . 6% .
T 0%
Subterranea Superficial Chuva
Tipo de fonte
mEC m HAdV EV
Figura 3 — Indicativo de contaminacg&o fecal de acordo com os tipos de fontes de agua e os indicadores
utilizados.
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Amostras de fontes superficiais apresentaram média geométrica da concentragdo
de EC superior & de amostras de fontes subterraneas, as quais foram iguais a 2,85 x 10% e
a 5,45 x 10' NMP/100mL respectivamente. O maior valor da concentragio desse
indicador também foi encontrado em uma amostra proveniente de fonte superficial, cujo
valor foi 1,55 x 104, enquanto em amostras de agua subterraneas o maior valor foi de 2,91
x 10® NMP/100mL. Entre as amostras de cisternas, apenas duas apresentaram
contaminacdo por EC, cujas concentracdes foram de 1,22 x 10' e de 1,73 x 10*
NMP/100mL.

As amostras de cisternas apresentaram a maior média geométrica da concentracdo
de HAdV (1,72 x 10° CG/L) e, em uma delas, foi encontrado o maior valor da
concentragéo de HAdV dentre todas as amostras analisadas (1,00 x 108 CG/L). Amostras
de agua subterraneas apresentaram média geométrica da concentracdo de HAdV superior
a de amostras de fontes superficiais, as quais foram iguais a 9,45 x 10° e a 1,43 x 10°
CGI/L respectivamente. Em apenas uma amostra de agua superficial foi detectado EV, na
qual a concentracdo desse indicador foi de 1,71 x 10" CG/L. Em amostras de &gua
subterranea a média geométrica da concentragdo de EV foi de 9,11 x 10° CG/L e, o valor
maximo, foi de 1,73 x 10" CG/L. J& em amostras de cisternas, esses valores foram,
respectivamente, 5,02 x 10° e 2,38 x 10° CG/L (Tabela 3).

Tipos de fontes de agua

Subterranea Superficial Chuva

Indicadores EC HAdV EV EC HAdV EV EC HAdV EV

Minima 2,00E+00 3,28E+04 1,11E+05 5,20E+00 3,76E+04 * 122E+01 1,38E+05 2,58E+05
Concentracbes Méaxima 2,91E+03 6,53E+07 1,73E+07 1,55E+04 5,95E+05 * 1,73E+01 1,00E+08 2,38E+06
Média 5,45E+01 9,45E+05 9,11E+05 2,85E+02 1,43E+05 * 145E+01 1,72E+06 5,02E+05

Tabela 3 - Valores minimos, maximos e médias geométricas das concentragdes dos indicadores EC,
HAdV e EV para as amostras positivas. Concentraces de EC em NMP/100mL. Concentracfes de HAdV
e EV em CG/L. *EV foi detectado em apenas uma amostra de agua superficial (1,71E+07 CG/L).

Comparando os subtipos de fontes subterraneas, EC foi o indicador mais
frequentemente encontrado em pocos escavados e nascente, onde as taxas de deteccédo
foram de 84% (26/31) e 79% (15/19) respectivamente, seguido por HAdV, com taxas de
65% (20/31) e 53% (10/19), e por EV, com taxas de 6% (2/31) e 5% (1/19). Em pocos
tubulares, HAdV foi o indicador mais prevalente, onde alcangou a taxa de 60% (6/10),
seguida por EC com taxa de 30% (3/10). EV néo foi detectado em pocos tubulares (Figura
4).
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Contaminacdo em fontes de agua subterranea

o 100% 84% 19%
‘S 80%
e 53%
@ 60%
o
3 40% 30%
(L]
E 20% 0% 6% 5%
0%
Poco tubular Poco escavado Nascente

Tipo de fonte subterranea

mEC m HAdV EV
Figura 4 - Contaminacéo fecal de acordo com os subtipos de fonte de 4gua subterranea.

Do total de amostras com indicativo de contaminacdo fecal, em trés houve a deteccéo
de todos os indicadores analisados, 37 apresentaram dois dos indicadores e 38
apresentaram apenas um dos indicadores. Em 28 amostras, houve deteccao exclusiva de
EC e, em 10, houve detecgéo exclusiva de HAdV. EV néo foi detectado de forma isolada
e foi detectado na auséncia de HAdV em apenas uma situacdo (Figura 5).

A 64 amostras positivas (74,4%) B
EC
Por pelo menos
8 28 1 dos indicadores I
Qo
'S Exclusiva por
£ 1dos indicadores 38
32 1 =
‘ 8 Simultanea por 37
& 2 dos indicadores
10 4 0 o )
Simulténea pelos | 3
3 indicadores
HAdV EV
49 amostras 8 amostras 0 50
positivas (57,0%) positivas (9,3%)

Figura 5 - A) Gréfico de Venn mostrando a distribuicdo das amostras em relacdo aos
indicadores analisados. B) NUmero de amostras contaminadas por um ou mais indicadores.

N&o houve associacéo entre a frequéncia de detecco de EC e ade HAAV (¥ = 0,232;
p = 0,630) nem correlacdo entre suas concentragdes (p = 0,123). A frequéncia de
contaminacgdo das fontes de agua subterraneas por HAdV foi significativamente maior
quando comparada as fontes de agua superficiais (x* = 4,546; p = 0,033). Contudo, a
frequéncia de contaminacao por esse indicador ndo foi diferente entre pocos perfurados,
pocos escavados e nascentes (x> = 0,693; p = 0,707). Ja para EC, essa diferenca foi
significativa, sendo maior em pocos escavados e nascentes quando comparada a pogos
perfurados (x* = 4,546; p = 0,033).
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6 DISCUSSAO

A analise das amostras de diversas fontes individuais de agua usadas para o consumo
humano em areas rurais do Estado de Goids mostrou uma ampla contaminacao fecal,
detectada tanto pelo tradicional indicador bacteriano EC, como também pelos indicadores
virais alternativos HAdV e EV. Com o uso dos trés indicadores, 90,7% das amostras
apresentaram contaminacgéo fecal. 1sso demonstra a vulnerabilidade da populagéo rural
analisada, a qual esta exposta a patdgenos de veiculacdo hidrica e suas doencas
associadas.

O indicador viral HAdV permitiu rastrear a contaminagdo fecal de origem humana.
HAdV funcionou como um indicador de contaminacao fecal complementar, ja que esteve
presente em muitas situacdes em que EC estava ausente e ndo houve associagcdo nem
correlacdo significativa entre este marcador viral e o bacteriano. Além de serem
marcadores de contaminacéo fecal, HAdV e EV sdo patdgenos humanos e a sua presenca
em agua de consumo revela um risco a saude. HAdV foi mais efetivo em detectar
contaminacdo fecal em pocos tubulares. O ambiente analisado mostrou condicdes
precarias de obtencéo de agua e disposicdo de excretas e a necessidade urgente de maior
apoio de politicas publicas de saneamento e saude em areas rurais.

No Estado de Goias, poucos estudos sobre a prevaléncia de virus entéricos em
matrizes de agua tém sido realizados e, em areas rurais, nenhum estudo foi encontrado.
Na capital do Estado, Goiania, estudos anteriores encontraram HAdV com frequéncia de
51,3% em amostras de aguas de rios usados para o abastecimento publico e de 29,4% em
amostras de lagos de parques recreativos (Silva et al. 2010). Na agua tratada dessa cidade,
HAdV foi encontrado em 52% das amostras, nas quais a quantificacdo variou de 10° a
102 CG/L (Silva et al 2015). No presente estudo, foram pesquisados HAdV e EV em
aguas que abastecem residéncias rurais a partir de fontes individuais. Esses virus
apresentaram taxas de deteccdo de 57 e 9,3% respectivamente e suas concentragdes
chegaram a superar as encontradas em esgoto bruto de cidades de outros paises (Hmaied
et al. 2016; laconelli et al. 2017).

Estudos sobre a prevaléncia de virus entéricos em fontes de &gua rurais tém sido
feitos principalmente na regido sul do Brasil e incluiram, além da agua de consumo
humano, também a destinada a outras finalidades. De Oliveira et al. (2012) encontrou
prevaléncia de HAdV de 19,2%, menor que a do presente estudo. Spilki et al. (2013) e

Staggemeier et al. (2015) encontraram prevaléncias maiores que a do presente estudo, as

29



quais foram, respectivamente, de 66,7 e de 87,3%. No estudo de Staggemeier et al.
(2015), a média geométrica das concentragcdes desse indicador foi menor do que a do
presente estudo, embora a quantificagdo maxima encontrada pelo autor tenha alcancado
um valor superior, de 2,08 x 108 CG/L. De forma semelhante, esses autores encontraram
EV com baixa frequéncia, inferiores a 10%.

Essa baixa frequéncia de EV contrasta com estudos realizados em outros paises e
no Brasil, onde a frequéncia desse virus foi relativamente alta em aguas residuais e aguas
superficiais impactadas pelo lancamento de esgoto (Vecchia et al. 2012; Hachich et al.
2013; Delogu et al. 2018; Miao et al. 2018; Aguirre et al. 2019). A prevaléncia de virus
entéricos em matrizes ambientais reflete a sua prevaléncia na populagéo local (Apostol et
al. 2012; Tiwari e Dhole 2018). No presente trabalho, a baixa frequéncia de EV pode ser
devido a baixa circulacdo desse virus na populacao analisada. Aliada ao fato de que EV
nédo foi encontrado de forma isolada, na auséncia de HAdV e EC, essa baixa frequéncia
demonstra que esse agente viral ndo é um indicador de contaminacao fecal interessante
para a maioria das areas analisadas.

HAdV teve um bom desempenho como indicador complementar de contaminacéo
fecal, pois em 12,8% das amostras contaminadas houve deteccdo exclusiva desse
indicador. No presente estudo, foram usados um par de primers especificos para detecgdo
de HAdV da espécie C (HAdV-C), capaz de detectar os sorotipos 1, 2, 5 e 6 (Wolf, Hewitt
e Greening 2010). Essa espécie de adenovirus tem sido detectada com elevada frequéncia
em esgoto (Bibby e Peccia 2013), em &guas usadas para recreacdo e préatica esportiva
(Staggemeier et al. 2017) e em agua tratada (Silva et al. 2015).

HAdV-C é excretado nas fezes de pessoas com infeccdo assintomatica (Vetter et
al. 2015) e com sintomas de gastroenterites (La Rosa et al. 2015). Essa espécie €
principalmente associada a infec¢éo respiratoria aguda em criancas (Esposito et al. 2016;
Wu et al. 2018), mas o seu papel na gastroenterite ndo pode ser descartado (La Rosa et
al. 2015). A infec¢do do trato respiratorio superior por adenovirus resulta em sua excregao
nas fezes (Roy et al. 2011). Além disso, HAdV-C pode estabelecer infeccdo persistente
no trato gastrointestinal de pessoas imunocompetentes (Kosulin et al. 2016). Nesse tipo
de infec¢do, a disseminacao viral é favorecida, pois a progénie viral a longo prazo, mesmo
que em baixos niveis de producdo, pode superar aquela de uma infecgdo aguda (King,
Zhang e Mymryk 2016).

EC foi o indicador de contaminacdo fecal mais frequentemente detectado em

amostras de fontes superficiais e subterraneas. A sua prevaléncia em amostras de fontes
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superficiais foi maior do que naquelas de fontes subterraneas, assim como suas
concentragcfes maxima e media. SituacOes semelhantes foram encontradas em outros
estudos em areas rurais (Gibson et al. 2011; Amenu, Markemann e Zarate 2013; Gambero
et al. 2018) e corroboram com a ideia de que fontes superficiais podem estar mais sujeitas
a contaminag&o fecal nesse tipo de ambiente. A alta concentragdo de bactérias indicadoras
de contaminacéo fecal em cursos de dguas pode estar associada ao escoamento superficial
a partir de terras usadas para a pecudria (Liang et al. 2013; Wang et al. 2017) e a elevada
frequéncia de atividades humanas e animais nas proximidades, destacadamente 0 acesso
direto de animais para a dessedentacdo (Amenu, Markemann e Zarate 2013).

Gibson et al. (2011) ainda encontraram disparidade relativamente alta entre a
deteccdo de EC e de virus entéricos humanos em amostras de agua superficial e
apontaram a baixa recuperacdo viral, a grande dilui¢do dos virus na agua e a presenca de
inibidores da PCR como possiveis causas para tal fato. No presente estudo, também foi
encontrada essa disparidade. Mas essa situacdo também pode ser um indicativo de que a
contaminacdo desse tipo de fonte nas areas rurais analisadas tenha uma maior
contribuicdo de excretas animais.

EC foi mais frequente do que HAdV também em fontes de agua subterranea, mas
a diferenca foi bem menos acentuada do que em &guas superficiais. Além disso, quando
esses indicadores foram comparados de acordo com os subtipos dessa fonte, verificou-se
uma maior prevaléncia de HAdV em pocos tubulares. A frequéncia de HAdV nas
amostras ndo foi significativamente diferente entre esses subtipos, ou seja, esse virus foi
igualmente capaz de contaminar todas elas. Tal fato ndo ocorreu com EC, que foi
significativamente menos encontrado em pocos tubulares quando comparado com pocos
escavados e nascentes.

Haramoto (2018) encontrou EC com maior frequéncia e ainda concentracéo
significativamente maior em pocos rasos escavados quando comparado a pogos rasos
tubulares e esse resultado que foi atribuido a estrutura mais vulneravel dos pogos
escavados. O autor ainda encontrou HAdV em proporc¢des semelhantes ao comparar esses
dois tipos de pocos. Esses resultados evidenciam que pocos escavados estdo mais sujeitos
a serem contaminados por EC do que os tubulares, mas que essa diferenga pode ndo existir
em relacdo aos virus entericos.

Em aquiferos ndo confinados de granulacdo media e fina, a contaminacdo de
pocos tubulares por bactérias indicadoras transportadas no meio poroso do solo a partir

da infiltracdo de excretas dispostas localmente é relativamente limitada e pode ser
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alternativamente explicada pela rota rapida do fluxo descendente de 4gua contaminada da
superficie ou das camadas superficiais do solo na estacdo chuvosa quando o espago anular
do poco néo é selado (Knappett et al. 2012a, 2012b).

No presente estudo, as coletas foram realizadas predominantemente no periodo de
seca e, portanto, a contaminacdo de pocos tubulares por EC deve ter tido pouca influéncia
do espago anular ndo selado. A contaminagdo significativamente menor de pocos
tubulares por EC em relagdo aos escavados pode ser devido a limitada capacidade de
transporte desse indicador a partir de fossas negras aliada a maior protecdo dos pogos
tubulares.

HAdV pareceu ter maior capacidade de contaminacéo de pogos tubulares, os quais
sdo mais protegidos que os escavados. Virus entéricos sao mais facilmente transportados
no meio poroso do solo devido ao seu menor tamanho e a sua maior estabilidade
ambiental quando comparado as bactérias (Borchard et al. 2007). Verheyen et al. (2009)
encontraram uma associagdo significativa entre a contaminacdo de pocos por virus
entéricos e a presenca de latrinas dentro de um raio de 50m deles. Além disso, ndo houve
diferenca sazonal de contaminacdo entre estacdo chuvosa e seca.

Sidhu et al. (2015) demonstraram que a taxa de decaimento de bactérias na agua
subterranea é mais rapida que a de virus entéricos e que adenovirus mostrou menor
decaimento comparado a rotavirus e coxsackievirus. Charles et al. (2009) verificou que,
em agua subterranea, adenovirus pode permanecer infeccioso por 364 dias e o seu DNA
pode ser detectado por PCR em até 672 dias. Esses fatos podem explicar a ampla
disseminacdo de HAdV pelos diferentes subtipos de fontes de &gua subterrdnea em
contraste com EC.

Pocgos escavados foram mais frequentemente contaminados pelos trés indicadores
analisados em comparacdo aos tubulares, indicando maior vulnerabilidade. Pocos
tubulares apresentam algumas caracteristicas 0s tornam menos sujeitos a contaminacao,
tais como maior profundidade, menor didmetro de abertura e paredes geralmente de
plastico PVC, que garante isolamento e durabilidade. Contudo, esses fatores de protecédo
sozinhos ndo foram suficientes para garantir agua livre de contaminacdo, em especial por
HAdV.

Shrestha et al. (2015) encontraram maior frequéncia e maiores concentragoes de
EC e de enteropatdgenos em pocos escavados, além de um maior risco estimado de
diarreia por Cryptosporidium e Giardia. Contudo, em ambos os tipos de pocos, o risco

de diarreia foi maior que os aceitaveis tanto para o0 consumo como para o banho. Lutterodt
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etal. (2018), por sua vez, detectou EC em todos 0s pocos tubulares e escavados analisados
e ndo encontrou diferenca significativa entre os dois tipos em relagdo a contagem desse
indicador.

No estudo de Lutterodt et al. (2018), foram encontrados varios fatores de risco
contribuindo para a ampla contaminagdo verificada. Entre esses fatores, os mais
encontrados em pogos escavados foram: latrinas ou infiltracdo do efluente de fossas
sépticas em locais mais altos que os pocos e com distancias entre 10 e 30m; outras fontes
de contaminacdo a uma distancia de até 10m; altura da parede do poco inferior a 1m e
falta de cobertura de protecdo superior; pouca profundidade e revestimento interno
precario. Em relacdo aos pocos tubulares, os mais encontrados foram: latrinas sem
encanamento proximas do poco, onde as excretas percolam no solo local; outras fontes
de contaminacdo a uma distancia de até 10m; problemas com a vedacdo da bomba do
po¢o. Embora a Organizacdo Mundial de Saude considera que os pocos tubulares sejam
instalagBes aprimoradas de obtencdo de &gua (WHO 2017), verifica-se que a sua
efetividade em fornecer agua de baixo risco a saude depende também de uma adequada
disposicao de excretas, manutencédo e protecdo contra fontes poluidoras em geral.

Dentre os trés subtipos de fontes de 4gua subterraneas, as amostras de nascentes
tiveram a segunda maior taxa de detecgéo de EC e as menores taxas de detec¢do de HAdV
e EV, embora HAdV ainda tenha sido detectado em mais da metade das amostras. Uma
pesquisa realizada em areas rurais da Etiopia ao longo de dez anos analisou 198 pocos
escavados e 128 nascentes, das quais EC foi detectada com taxas de 52 e 43%
respectivamente. As provaveis causas para essa contaminagdo foram atribuidas a pouca
profundidade dos pocos e precaria protecao tanto dos pogos quanto das nascentes (Abera,
Bezabih e Hailu 2017).

Nascentes localizadas em regides baixas podem estar mais sujeitas a
contaminacéo fecal que aquelas em regides mais altas. Outros fatores relacionados a esse
tipo de contaminacdo em nascentes séo a densidade humana e a intensidade da atividade
de pecuaria (Agso, Ozkul e Karakaya 2014). No presente estudo, é possivel que o padrdo
de localizacéo de pogos e nascentes tenha influenciado a maior contaminacao de pocos
por EC e HAdV em relacdo as nascentes. Foi verificado que pocos geralmente se
localizavam nas proximidades das residéncias, onde também estavam localizadas as
fossas, enquanto as nascentes geralmente estavam localizadas mais distantes. Dessa
forma, os pocos poderiam estar mais sujeitos a influéncia de fossas. Contudo, tanto

nascentes e quanto pogos rasos tém potencial de contaminagao por excretas humanas que
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se infiltram no solo e atingem lengdes freaticos pouco profundos (Martinez-Santos et al.
2017).

Em relacdo as cisternas de armazenamento de agua das chuvas, HAdV foi
detectado em todas as amostras, EV em metade delas e EC em 25%. Em um estudo
realizado em area periurbana da Africa do Sul, a taxa de detecgdo geral de adenovirus
humano e ndo humano foi de 42,5% e a maior concentragio de HAdV foi de 3,16 x 10°
CGI/L. (Waso et al. 2016). Em outro estudo, também nesse mesmo local, HAdV foi
detectado em 100% e EC em 95% das amostras. As quantificacdes medias de HAdV e
EC foram de 5,64 x 107 CG/L e de 2,8 x 102 CFU /100 mL respectivamente, ambas
superiores a do presente estudo (Waso, Khan e Khan 2018).

Os detritos presentes nas calhas de captacdo da dgua podem ser uma fonte de
adenovirus detectados na agua das cisternas. Outras fontes de contaminacao fecal incluem
passaros que defecam nas superficies de captacdo e animais domesticos que defecam nas
proximidades das cisternas. Estudos que pesquisem adenovirus diretamente na agua da
chuva devem ser realizados para se verificar a possibilidade dessa contaminacao ocorrer
na atmosfera por meio de bioaerossois (Waso et al. 2016).

Dada a existéncia de esta¢Oes bem definidas de chuva e seca na regido do presente
estudo, a agua passa um longo periodo sem ser renovada, mantendo-se contaminada.
HAdV e EV podem permanecer infecciosos por mais de 70 dias em agua a temperatura
de 20°C (Prevost et al. 2016) e o genoma de HAdV pode ser detectado por mais de 400
dias através de PCR nessas mesmas condic¢des (Ogorzaly et al. 2010). Os virus entéricos
presentes na gua das cisternas podem se adsorver aos sedimentos levados pelo fluxo de
agua no telhado e nas calhas. A particulas virais adsorvidas aos sedimentos podem se
tornar mais protegidas aos processos de inativacdo e aumentar o seu periodo de
viabilidade (Staggemeier et al. 2015; Bae et al. 2019). Esses fatos ajudam a explicar as
altas taxas de deteccdo de HAdV e EV nas cisternas analisadas no presente estudo.
Contudo, a identificagéo das vias de contaminagéo fecal humana nesse tipo de fonte deve
ser investigada por pesquisas futuras.

N&o houve associagdo entre a detec¢cdo de EC e de HAdV e nem correlacdo entre
as concentracOes desses indicadores. De forma semelhante, estudos anteriores reportaram
auséncia de associacao entre a detecgdo de bactérias indicadoras de contaminagdo fecal e
a de virus entéricos em amostras de aguas subterranea no Uruguai (Gamazo et al. 2018)

e auséncia de correlacéo entre as suas concentracdes em aguas superficiais na Coreia (Lee
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et al. 2013) e no Brasil (Vecchia et al. 2015) e em efluentes de estacOes de tratamento de
aguas residuais na Africa do Sul (Adefisoye et al. 2016).

Por outro lado, estudo recente realizado por Girard et al. (2019) encontrou
correlacgdo significativa e direta da concentracdo de EC e de coliformes totais em relagédo
a concentracdo de adenovirus da espécie F em &guas superficiais do sul do Brasil, mas,
como no presente estudo, tal correlacdo foi ausente em relacdo a HAdV-C. J& Miao et al.
(2018) encontrou correlacdo significativa e positiva entre as concentracGes de coliformes
totais e EV, mas esse indicador bacteriano falhou em predizer a contaminagao por varios
outros virus, incluindo HAdV. A falta de associacdo e de correlagdo entre EC e HAdV no
presente estudo demonstra que a avalicdo da qualidade da &gua de consumo usando
apenas EC como indicador de contaminacdo fecal é falha e pode resultar em falso-
negativo para patdgenos virais.

A deteccdo viral foi realizada por gPCR usando corante fluorogénico intercalante
de DNA de fita dupla combinada a analise do ponto de melting para se avaliar a
especificidade dos produtos amplificados. Essa analise, além de ser barata e rapida, ndo
exige processamentos ou equipamentos adicionais e pode ser utilizada para avaliar a
heterogeneidade de sorotipos de adenovirus em amostras de 4gua contaminada por esgoto
(Hartmann et al. 2013).

Comparadas de forma isolada, a técnica de PCR para deteccdo de virus no meio
ambiente é mais rapida, sensivel e especifica em relacdo a técnica de cultura celular.
Apesar dessas vantagens, a PCR pode detectar &cidos nucleicos n&o-infecciosos,
enquanto a cultura celular detecta apenas virus infecciosos (Hamza e Bibby 2019). No
presente trabalho, com uso de uma técnica de concentracdo baseada na estrutura da
particula viral, é esperado que a deteccdo de &cidos nucleicos livres seja reduzida (Hamza
et al. 2009), mas a integridade da particula viral ndo significa, necessariamente, que ela
seja infecciosa (Fongaro et al. 2013). Portanto, a detec¢édo do genoma viral pode néo
indicar risco a saude humana decorrente da infec¢do pelo respectivo virus, mas indica

contaminacéo fecal e os riscos associados a ela (La Rosa et al. 2017).
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CONCLUSOES

74,4% das amostras estavam fora do padrdo estabelecido pelo Ministério da Saude
para a agua de consumo humano (Brasil 2017), pois apresentaram EC em amostras
de 100 mL de agua. EC teve alta prevaléncia tanto em amostras de agua subterranea

(73%) como de aguas superficiais (100%).

HAdV apresentou elevada prevaléncia nas amostras de agua (57%), em especial de
fontes de subterraneas (60%) e de cisternas de armazenamento de agua da chuva
(100%). Sua presenca indicou contaminacéo fecal de origem humana.

EV apresentou baixa prevaléncia nas amostras de agua (9,3%). Contudo, em amostras

de cisternas, sua taxa de deteccao foi de 50%, superando a prevaléncia de EC.

As concentragfes maxima e média de EC foram maiores em amostras de &gua
superficial em relacdo as de agua subterrénea. Entretanto, para HAdV, observou-se o
oposto, ou seja, suas concentracbes maxima e media foram maiores em amostras de
agua subterranea em relagéo as de agua superficial. A frequéncia, concentragdo media
e concentracdo maxima de HAdV nas amostras de cisternas foram as maiores entre

os trés tipos de fonte.

A frequéncia de detec¢do de HAdV foi significativamente maior em amostras de agua
subterranea em relacdo as de agua superficial. Dentre os subtipos de fontes de agua
subterranea, a contaminagdo por HAdV ndo foi significativamente diferente,
enquanto a contaminacéo por EC foi significativamente maior entre pogos escavados
e nascentes em relacdo aos pocos tubulares. Isso indica que HAdV foi mais eficiente

na deteccdo de contaminacao fecal em pocos tubulares.

HAdV foi um bom indicador complementar de contaminacdo fecal devido a sua alta
prevaléncia e & auséncia de associacao e correlacdo com EC.

Usando-se os trés indicadores, 90,7% das amostras apresentaram indicativo de
contaminagdo fecal. A elevada taxa de contaminagdo revela a necessidade de
melhorias das condicfes de saneamento em A&reas rurais para se reduzir a
vulnerabilidade dos moradores a patdgenos entéricos de veiculacdo hidrica.
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