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RESUMO

O conceito de Saude Unica (One Health) engloba uma rede interdisciplinar de
conhecimentos voltados ao controle de zoonoses e da disseminacdo de doencas
infecciosas. Nesse contexto, a saude ambiental fornece informacdes cruciais e
desempenha um importante papel na saude preventiva. O aumento na circulacdo de
pessoas entre diferentes areas geogréficas recebe atencdo especial, uma vez que
microrganismo membros da microbiota ou que estejam colonizando os viajantes podem
ser introduzidos nos ambientes visitados. Ao utilizar sanitarios publicos, por exemplo, as
pessoas eliminam estes microrganismos. Ambientes especialmente propicios séo
aeroportos e rodoviarias. A metagendmica e a qPCR séao ferramentas empregadas no
estudo da diversidade microbiana ambiental e pesquisa de potenciais patdgenos. Assim,
pareceu-nos oportuno empregar estas abordagens para investigacdo da diversidade
microbiana de esgotos sanitarios do Aeroporto Carlos Drummond de Andrade e Terminal
Rodoviario Governador Israel Pinheiro, Belo Horizonte, ambientes publicos com alta
concentracdo de pessoas de diferentes localidades. Em 2016, foram coletadas amostras
de esgoto sanitario dos locais mencionados em dois momentos, com circulagdo normal
de pessoas e em periodo de aumento do movimento. As amostras foram submetidas a
extracdo de DNA e RNA para pesquisa de virus entéricos (enterovirus totais, adenovirus,
rotavirus e virus das hepatites A e E), Bacteria and Archaea. Todos 0s virus entéricos
estudados foram detectados em pelo menos uma das amostras obtidas no aeroporto e na
rodoviaria. O dominio Bacteria foi observado com abundancia relativa muito superior ao
dominio Archaea. O filo Firmicutes foi 0 mais abundante, apresentando maior frequéncia
relativa em dias de intensa circulagdo de pessoas. Aeromonas e Arcobacter, potenciais
patdégenos, foram encontrados em todas as amostras pesquisadas. As acgles de
monitoramento ambiental associadas ao contexto de Satde Unica podem auxiliar na
prevengdo de doengas infecciosas, constituindo uma importante ferramenta para
subsidiar acdes de politicas publicas que visem a protecdo, & promocao e a recuperacao

da saude coletiva.

Palavras-chave: metagenémica, qPCR, esgoto sanitario, diversidade microbiana.

Fonte: Elaborado pelo autor



ABSTRACT

The one health one world concept is related to an interdisciplinary knowledge that
targets the control of zoonosis and infectious diseases dissemination. In this sense,
environmental health gives crucial information and plays an important role in
preventive health. The increase of people circulation between different geographical
areas increases the concern regarding the fact that microorganisms harboured by
travelers may be introduced in these areas. Therefore, when using public toilets such
microorganisms may be eliminated and after this they may circulate through sanitary
sewage. Airports and bus stations require special attention. Metagenomics and gPCR
are considered as adequate tools to be used in studies that aim to evaluate microbial
diversity in a wide range of environments. This investigation addressed the microbial
diversity of sanitary sewer of Carlos Drummond de Andrade Airport and Governador
Israel Pinheiro Bus Station, Belo Horizonte, places where a lot of people from different
regions circulate. In 2016 two samples have been collected from these places one in
an ordinary day and another one in a day with increased circulation of people. The
collected samples were centrifuged and submitted to DNA and RNA extraction. After
that we investigated enteric viruses (enterovirus, adenovirus, rotavirus e hepatitis A
and E viruses), Bacteria, and Archaea. All enteric viruses have been detected in at
least one sample obtained from each studied place. The relative abundance of
Bacteria was higher than that of Archaea. Firmicutes presented the higher relative
abundance, mainly when more people circulated in the airport and bus station.
Aeromonas and Arcobacter, considered as potential pathogens, have also been
detected in all studied samples. Environmental monitoring associated to the concept
of One Health helps preventing infectious diseases constituting a relevant tool and may
contribute to the development of public politics to protect, promote, and restore

collective health.

Keywords: metagenomics, gPCR, sanitary sewer, microbial diversity.

Fonte: Elaborado pelo autor
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INTRODUCAO

1.1 MICROBIOLOGIA: DOS PRIMORDIOS A ERA METAGENOMICA

A descoberta do microscopio ocorreu no final do século XVI, rompendo a
barreira do que era, até entdo, invisivel para o ser humano e revolucionando a biologia
e quase todas as ciéncias que a constituem, entre elas, em especial, a microbiologia.
A partir deste periodo, foi possivel observar seu objeto de estudo, 0s microrganismos,
e, entdo, foram criados, estimulados e explorados diversos campos dessa disciplina.
Logo, as relagdes intermicrobianas, bem como entre 0s microrganismos, o ser

humano e o ambiente, comecaram a ser esclarecidas (MADIGAN et al., 2014).

O campo da biologia de microrganismos comecou a ganhar notoriedade, no
mundo cientifico e na sociedade, ha cerca de trezentos anos, com a descoberta de
agentes microbianos associados a determinadas manifestacfes clinicas (Quadro 1).
Nesta época, diversos cientistas tornaram-se conhecidos como “cagadores de
microbios”. Atuavam elucidando a agao de agentes de doencgas até entdo descritas,
contribuindo e comecando a moldar o conhecimento sobre microbiologia (BULLEID,
1954, KOPROWSKI; OLDSTONE, 1997).

Concomitantemente, a bacteriologia progrediu, utilizando ferramentas ja
desenvolvidas, como o0 microscopio, e implementando novos procedimentos e
técnicas, por exemplo, meios de transporte reduzidos e diferentes corantes celulares,
0 que permitiu cultivar um namero maior de microrganismos e ampliar a quantidade
de espécies bacterianas conhecidas. Além disso, o desenvolvimento de meios
seletivos e indicadores permitiu o direcionamento da pesquisa microbiana para

determinados grupos especificos (OPLUSTIL et al., 2004).



Quadro 1. ContribuicBes importantes para a microbiologia ao longo da histéria.

Cientista (ano de nascimento)

Contribuic&o

Anton van Leeuwenhoek
(1632)

Pierre Fauchard (1678)
Lazzaro Spallanzani (1729)
Pierre Bretonneau (1771)
Agostini Bassi (1773)
Charles Cagniard de la
Tour(1777)
Charles Darwin (1809)
Theodor Schwann (1810)

John Tyndall (1820)

Louis Pasteur (1822)

Joseph Lister (1827)

Robert Koch (1843)

llya Ilyich Mechnikov (1845)

Friedrich Loeffler (1852)

Pierre Paul Emile Roux (1853)

Emil Adolf von Behring (1854)
Paul Ehrlich (1854)
Theobald Smith (1859)
Alexander Fleming (1881)
Francis Crick (1916) e
James Watson (1928)

Descoberta dos micrébios e formulagdo de meios de
cultivo

Carie causada por germes

Forma de replicacao bacteriana

Difteria

“Pai dos micrébios patogénicos”
Brotamento de células leveduriformes

Teoria da origem das espécies

Um dos propositores da teoria celular

Propriedades antibidticas do mofo e destilacdo
fracionada

Teoria da fermentagdo por germes (microrganismos
causam doencas em animais)

Pulverizador carbodlico (ambiente descontaminado,
agente bactericida sanguineo)

Pai da bacteriologia moderna [Bacillus anthrax
(formacgéo de esporo), Mycobacterium tuberculosis e
Vibrio cholerae, cultura em meio sélido, coloracdo de
microrganismos]

Teoria da imunidade fagocitica

Sugestdo de produgdo de exotoxinas por
microrganismos

Producdo de exotoxinas pelo bacilo causador da
difteria

Principios da soroterapia

Teoria da imunidade e quimioterapia

Transporte do virus da febre Texas por carrapatos

Penicilina

Estrutura do DNA

22
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As caracteristicas das colonias observadas a partir das técnicas de cultivo
associadas as caracteristicas bioguimico-fisiolégicas permitiram agrupar as bactérias
em hierarquias taxondmicas. A cultura microbiana a partir das fezes de individuos
saudaveis e doentes permitiu descrever situacdes em que 0S organismos estariam
presentes como membros da microbiota indigena e em quais condicdes eles
estariam associados a etiopatogenia de doencas infecciosas. Além disso, as
técnicas dependentes de cultivo permitiram estabelecer a relacéo entre o isolamento
de microrganismos patogénicos veiculados por diferentes vias, tais como agua ou
alimentos (HARRIS, 1972, TANNOCK et al., 2000, IVANOVA et al., 2001, LEAL
BERNARDES; DIAS, 2014).

Grande parte do conhecimento sobre a fisiologia, bioquimica, genética e
diversidade bacteriana foi produzida e acumulada pela utilizacdo de métodos
microbioldgicos tradicionais, dependentes de cultivo. Os dados gerados evidenciaram
diversos tipos de interagdes das quais 0s microrganismos participam, demonstrando
que elas sdo muito mais amplas do que se imaginava. Se, no inicio, a bacteriologia o0s
relacionava somente as doencas infecciosas, ha algum tempo, este conceito ndo é
mais aceito. Atualmente, os microrganismos foram algcados a outra posi¢do, sendo
reconhecidos como constituintes ativos dos mais variados ecossistemas terrestres e
aquaticos e de uma gama de organismos hospedeiros, como animais e vegetais,
contribuindo substancialmente para a sua manutencéo e equilibrio (BINNEWIES et
al., 2006, CHO; BLASER, 2012).

Independente das fun¢bes ecoldgicas que um organismo realize, é instintiva a
associacdo que todos os seres apresentam caracteristicas que, de alguma maneira,
serdo transmitidas as geragfes posteriores. Entretanto, os fenbmenos envolvidos
nesse processo tornaram-se conhecidos ha pouco mais de sessenta anos, atraves
dos estudos de Frederick Griffith (1928), culminando no modelo proposto por Watson
e Crick (1953).

Um dos desdobramentos da elucidacdo da estrutura do DNA foi esclarecer
como ocorre a transmissdo da informagdo genética e a realizagdo de funcgdes
celulares, sendo a base para a compreensdo de como a hereditariedade ocorre nos

organismos. Além disso, outra consequéncia envolvida foi o desenvolvimento da
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sintese de oligonucleotideos, gerando sustentac&o pratica e tedrica para a criacao
das técnicas de PCR e sequenciamento (KORNBERG, 1960).

O sequenciamento de DNA trouxe novo enfoque e profundidade & microbiologia
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). Entretanto, foi somente a partir dos anos
1980, com a consolidacdo do conhecimento sobre o DNA e maior familiaridade e
utilizacdo das técnicas de genética molecular criadas a partir dos anos de 1960, que
houve campo para o desenvolvimento da PCR, técnica baseada na amplificacéo de
uma sequéncia de DNA alvo (MULLIS, 1990, BUCK, 2007).

A PCR é uma técnica extremamente versatil e contribuiu para diferentes
campos da biologia, por exemplo, no diagnéstico de doencas, testes de paternidade,
elucidacao de crimes, identificacdo de contaminacgao indesejada por microrganismos
em aguas e alimentos, reestruturacdo de &arvores evolutivas, identificacdo e
caracterizacdo de familias virais, entre outros. Por apresentar, enorme utilidade em
diferentes &reas, essa técnica vem sendo amplamente utilizada, principalmente, a
partir da década de 1990, sendo, desde entdo, uma das ferramentas mais
empregadas na area da bacteriologia (GARIBYAN; AVASHIA, 2013).

Ao longo dos anos, diversas variacdes das técnicas de PCR e sequenciamento
foram propostas, com objetivos especificos e aplicacfes diversas. Mais recentemente,
a abordagem metagendmica foi introduzida. Comparada a revolugcdo que a
microscopia proporcionou no século XVI, essa abordagem exerceu profundo impacto
na microbiologia contemporanea, auxiliando a superar barreiras metodolégicas e
estabelecer novos conceitos na pesquisa biolégica (HANDELSMAN et al., 2004,
BINNEWIES et al., 2006).

1.2 METAGENOMICA

1.2.1 BREVE HISTORICO

Os microrganismos se distribuem em praticamente, todos os ambientes
conhecidos (ar, solo, agua e em associa¢cdes diversas com organismos micro e
macroscopicos) e o estudo da composicdo das comunidades microbianas nos

diferentes ambientes mostra-se relevante, uma vez que, dependendo do contexto,
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podem promover a saude ou desencadear doencas, influenciam na decomposicao de
matéria organica e impactam diretamente na ciclagem de substancias inorganicas
(BROOK, 2008).

Ainda ha muito a se explorar sobre as comunidades microbianas presentes
nestes diversos habitats, pois ha caréncia de técnicas/conhecimentos que possibilitem
o cultivo de boa parte dos microrganismos. Um exemplo é a espécie Mycobacterium
leprae, que, apesar de ser conhecida ha, pelo menos, 500 anos, ainda ndo foi
cultivada em laboratério (SCHUENEMANN et al., 2013). Para Aman et al. (1990), ja
no final do século XX, noventa e nove por cento dos microrganismos ainda

permaneciam incultivaveis.

Frente aos desafios para a elucidacdo da composicdo dos diferentes
microbiomas, cole¢cdes de microrganismos, suas informacfes genéticas e suas
interag6es com o meio que habitam (CHO; BLASER, 2012), tornou-se necessario o
desenvolvimento de novos protocolos para o cultivo de microrganismos até entédo
incultivaveis em laboratério ou de técnicas independentes de cultivo (SULTANA;
NEELAKANTA, 2013).

O estudo das comunidades microbianas sem o isolamento de seus
componentes tornou-se possivel a partir de uma série de descobertas cientificas, que
culminaram na metagendémica. Nos ultimos anos, tem-se observado um grande
aumento no numero de publicacdes que utilizam essa abordagem como ferramenta
para analise de comunidades microbianas diversas (SIMON; DANIEL, 2009, JU et al.,
2013).

1.2.2 CONCEITO E ABORDAGENS

O termo metagendmica foi proposto por Handelsman e colaboradores (1998),
ancorado nos conceitos de meta-analise e genbmica. Metagenoma € o genoma
coletivo da microbiota total encontrada em um determinado habitat. Metagen6mica,
por sua vez, consiste na analise gendémica da comunidade de microrganismos de um
determinado ambiente por técnicas independentes de cultivo (SLEATOR;
SHORTALL; HILL, 2008).
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Atualmente, existem duas abordagens amplamente empregadas nos estudos
de metagenoma: target e método de shotgun. No primeiro, o material é submetido a
uma PCR pré-sequenciamento, visando aumentar a quantidade de alvos taxondmicos
de interesse, geralmente, genes conservados. A técnica permite identificar novos
microrganismos, descrever o microbioma de uma espécie e quantificar a abundancia
dos varios taxa em uma amostra. A segunda abordagem emprega o sequenciamento
de todo o material genético presente em uma dada amostra. Por isso, tem a
capacidade potencial de catalogar todos os microrganismos detectados, avaliando as
relacbes taxondmicas entre eles e a presenca de organismos desconhecidos e
elementos genéticos (MILLER et al., 2013). Embora seja possivel o sequenciamento
de todo o material genético da amostra, nao € incomum o direcionamento do estudo
para um grupo especifico. Sendo assim, podera ser util a ado¢cdo de medidas que
restrinjam a busca ao organismo de interesse ou a comunidade microbiana em
questdo (MILLER et al., 2013).

As analises metagendmicas envolvem a coleta do material, armazenamento,
transporte, extracdo, purificacdo, amplificacdo e sequenciamento do material
genético, seguidos da analise dos resultados. Para isso, utilizam-se bancos de dados
e softwares especificos (RIESENFELD; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2004).

Como ja mencionado, o primeiro método de sequenciamento genético foi
desenvolvido por Sanger, Nicklen e Coulson (1977), sendo denominado de método
de terminacdo de cadeia. Basicamente, o0 método sequencia 0 material genético
(cerca de 500 pb) pela marcacgéo de dideoxinucleotideos que, pela falta de um grupo
hidroxila, impedem a continuidade do processo de amplificacdo. Entdo, por meio de
uma corrida eletroforética, € possivel identificar os fragmentos de DNA com massas
moleculares diferentes e determinar sua sequéncia de nucleotideos. Posteriormente,
0 método de pirosequenciamento, que evidencia a ordem dos nucleotideos a partir da

liberacdo do grupo pirofosfato (RONAGHI, 1998), foi desenvolvido.

Mais recentemente, o sequenciamento de nova geracéo foi desenvolvido. A
técnica utiliza uma abordagem denominada tecnologia de sequenciamento por
sintese, em que um marcador terminal fluorescente reversivel é visualizado com a

adicdo de dNTPs e, em seguida, € clivado para permitir a incorporagdo da base
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seguinte. Todos os quatro dNTPs terminais reversiveis estdo presentes durante cada
ciclo de sequenciamento. O resultado final é o sequenciamento base por base
(MARDIS, 2008).

1.2.3 ANALISE DO rDNA 16S

Os ribossomos sao organelas complexas, constituidas por proteinas e rRNA.
Apresentam uma subunidade grande e uma subunidade pequena, designadas de
acordo com sua velocidade de sedimentacao quando submetidas a forca centrifuga,
expressa na unidade denominada svedberg (S). As bactérias apresentam trés tipos
de rRNA (rRNA 23S, rRNA 16S e rRNA 5S) (WOESE, 1987; PIERCE, 2003).

Tanto o DNA como o RNA podem ser empregados para identificacdo e
classificagcdo de microrganismos, por meio de procedimentos como hibridizac&do de
DNA e PCR, por exemplo. O rDNA 16S é amplamente utilizado como marcador
filogenético, pois € uma molécula ancestral conservada, possui distribuicdo universal
e € pouco afetado por transferéncia génica horizontal. Possui regides conservadas e
variaveis, o que favorece sua utilizacdo (LANE et al., 1985, STAHL; LANE; OLSEN,
1985, WOESE, 1987, HANDELSMAN, 2004, BRUIJN, 2011).

A sequéncia de rDNA 16S apresenta ~1650 pb divididos em nove regides
hipervaridveis que sdo separadas por nove regides conservadas. Devido a quantidade
de pares de bases que podem ser sequenciadas pela maioria das plataformas de nova
geracdo, utliza-se somente o0 sequenciamente de uma regido variavel ou a
combinacdo de duas destas regides (YANG; WANG; QIAN, 2016). A utilizacdo do
rDNA 16S apresenta importancia fundamental no estudo da biodiversidade de um
sistema, avaliada de acordo com a quantidade do organismo em um determinado
habitat (riqueza) e com a sua distribuicdo no espaco (equitatividade). Para isso, sao
empregados indices estatisticos que sdo utilizados pela ecologia de metazoarios e
plantas desde os anos de 1970 e pela microbiologia desde os anos de 1990 (FINLAY;
MABERLY; COOPER, 1997).

Atualmente, os graus de similaridades obtidos entre os produtos amplificados
sao utilizados para agrupar os microrganismos em graus taxonémicos OTU (Unidade
Taxondmica Operacional). As OTUs séo definidas de acordo com o nivel da escala
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de classificacdo que se pretende estudar. Usualmente, define-se que, para
similaridades maiores que 97%, trata-se de organismos relacionados no nivel de
espécie, entre 95% e 97%, organismos do mesmo género, e acima de 80% e abaixo
de 95%, incluidos no mesmo filo (RIESENFELD; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2004).

As comunidades microbianas dependem do numero de habitats microbianos
habitaveis e das intera¢cdes dessas comunidades com os fatores fisicos, quimicos e
biolégicos presentes. Por meio do sequenciamento do rDNA 16S e da metagendmica,
€ possivel identificar a composicdo das comunidades bacterianas em diversos

ambientes, inclusive em aguas residuais, objeto deste estudo (CHAO et al., 2013).

1.3 A AGUA, SUA UTILIZACAO E SEUS SUBPRODUTOS

A agua é um dos recursos essenciais para que 0s organismos desempenhem
suas atividades metabdlicas basais. O acesso a agua de boa qualidade € um fator
preponderante para a manutencdo da saude humana. Apesar de sua abundancia no
planeta, menos de 1% dela se encontra em condi¢cdes adequadas para 0 consumo
humano (WHO, 2011).

Esse recurso apresenta suas proprias caracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas e, devido a essas propriedades, hd a necessidade de seu beneficiamento
para adequa-la aos processos industriais, que variam desde a lavagem de materiais
a producéo de medicamentos (GLEICK, 1998).

A agua destinada ao consumo humano deve apresentar caracteristicas
microbioldgicas e fisico-quimicas proprias. Sua contaminacdo por agentes biolégicos
ou gquimicos pode ser associada a diversos fatores, como transmisséo de doencas,
modificacdo do microbioma residente do hospedeiro humano ou alteracdo da
manutenc¢ao da morfologia intestinal em outros animais (SOFI et al., 2013, AMOROSO
et al., 2015).

Existe grande preocupacdo das autoridades sanitarias com a agua que é
ingerida pela populagéo, o que levou a publicacéo de regras que incluem parametros
microbioldgicos e fisico-quimicos a serem analisados. A portaria 2914/2011 dispde
sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para

consumo humano e seu padrao de potabilidade. Este padrdo visa a afastar os perigos
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microbiolégicos associados ao consumo de agua, estabelecendo condicbes de

protecdo a consumidores e a saude dos individuos e da coletividade (BRASIL, 2011).

Os principais grupos de microrganismos que constituem o microbioma da agua
dos rios sdo Actinobacteria, Planctomycetes, Betaproteobacteria, Verrucomicrobia,
Nitrospirae e Acidobacteria. Nesse habitat, apresentam algumas funcdes, como, por
exemplo, a ciclagem de nutrientes. Recentemente, foi descrito que mais de 90% do
material genético amplificado de amostras do rio Amazonas era bacteriano
(SATINSKY et al., 2015).

A agua que é extraida da natureza recebe o processamento adequado nas
estacfes de tratamento de aguas e, apds essa etapa, é disponibilizada para o
consumo da populacgéo e diversos outros fins, como atividades industriais, domésticas
(banho, lavagem dos mais diversos materiais) e transporte de dejetos humanos. Em
conjunto, todos estes processos promovem o depdsito de residuos neste recurso
natural antes de seu retorno ao meio ambiente (TUNDISI, 2003).

A contaminacao da agua pode ser classificada de acordo com as impurezas de
caracteristicas quimicas (organicos e inorganicos), fisicas (solidos suspensos,
coloidais e dissolvidos e os gases) e bioldgicas (animais, vegetais, protistas). Com o
objetivo de medir as diversas substancias que podem ser inseridas no corpo d’agua e
afetar a sua qualidade, foram propostos alguns parametros a serem monitorados.
Entre eles, destacam-se aqueles que revelam suas propriedades fisicas (cor, turbidez,
sabor, odor e temperatura), quimicas (pH, alcalinidade, acidez, dureza, ferro e
manganés, cloretos, nitrogénio, fosforo, oxigénio dissolvido, matéria organica,
micropoluentes inorganicos e micropoluentes organicos) e os bioldgicos (bactérias,
virus, fungos, algas e helmintos). A auséncia de tratamento desse residuo ou sua
alocacao inadequada pode ocasionar agravos a saude do homem e comprometer o
equilibrio do ecossistema (VON SPERLING, 2005).

Nesse sentido, agua residual pode ser definida como proveniente de uso
doméstico, comercial ou industrial. Ela apresenta grande diferenca em seu grau de
pureza, sua composicao é rica em matéria organica e o odor caracteristico indica
metabolismo microbiano (MONTE; ALBUQUERQUE, 2010).
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1.4 ASSOCIACAO ENTRE MICROBIOMA HUMANO E AMBIENTE DE
ESGOTO

O microbioma humano é extremamente complexo, constituido por amplo
espectro de microrganismos, que se organizam dividindo o espaco fisico e realizando
interacOes interespecificas e intraespecificas. Sua composicéo é relacionada ao sitio
anatdomico analisado, apresentando ampla variagcdo na riqueza e na distribuicdo de
espécies (CHO; BLASER, 2012).

A cavidade oral é composta por cerca de 10'° células procariotas (BROOK,
2008) e, de acordo com o projeto Microbioma Oral Humano, 700 espécies coabitam
este sitio. A saude oral é influenciada pelas comunidades de microrganismos
presentes, sendo o filo Firmicutes o mais abundante, seguido por Bacteroidetes,
Proteobacteria e Actinobacteria (LAZAREVIC et al., 2009).

A pele é considerada a barreira primaria de defesa contra a agressdo por
microrganismos e sua microbiota indigena apresenta densidade variando entre 102 e
107 células/cm? (FREDRICKS, 2001). Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria e

Bacteroidetes sao os filos predominantes neste sitio (CHO; BLASER, 2012).

O trato intestinal do ser humano apresenta 10'? células/g de fezes (BROOK,
2008) e estima-se que mais de 1.000 espécies coexistam neste ambiente
(HUTTENHOWER et al.,, 2012). No célon, o filo Firmicutes apresenta maior
predominéancia, seguido por Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria. De
acordo com Lozupone et al. (2012), a diversidade desse microbioma € influenciada
por fatores genéticos, ambientais e da dieta dos individuos (CHO; BLASER, 2012,
WALKER et al., 2014).

O equilibrio entre as comunidades microbianas € um fator importante
relacionado ao estado de saude dos seres humanos. O desbalan¢co da microbiota
intestinal & frequentemente associado a enfermidades como doencas infecciosas,
obesidade, alergia, cancer e outras doencgas. Neste contexto, existem diferentes
fatores que necessitam ser identificados e monitorados com a finalidade de avaliar os
perigos que representam para a saude (SLEATOR; SHORTALL; HILL 2008).
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Praticamente todo esse microbioma € depositado nos esgotos sanitarios, seja
pelo ato de lavar as maos, o rosto, tomar banho, escovar os dentes e, principalmente,
por urinar e defecar, evidenciando a importancia particular do tratamento desses

residuos antes de seu retorno ao meio ambiente (AMOS et al., 2014).

1.5 MEIO AMBIENTE E SUA RELACAO COM OS AGRAVOS A SAUDE: O
CONCEITO DE SAUDE UNICA (ONE HEALTH ONE WORLD)

Com o passar dos anos, tanto o conceito de salde como as politicas publicas
relacionadas a ele sofreram reformulagbes, muitas vezes, para se adequar as
descobertas advindas da ciéncia, associando-as as necessidades da coletividade. A
partir dos anos 1970, os debates, no mundo académico e na sociedade, sobre o papel
gue 0 meio ambiente exerceria sobre a saude individual e coletiva se intensificaram.
Se antes dos anos 1970 o foco era restrito aos problemas provocados por vetores e
auséncia de saneamento, a partir desse periodo, outras questdes ganharam
importancia e demonstrou-se que outros fatores ambientais e sociais poderiam
interferir no equilibrio mental, social e psicolégico de um individuo ou de uma
coletividade (BARCELLOS; QUITERIO, 2006).

A saude, como bem publico associado a qualidade de vida, comecou a ganhar
forca no final dos anos 1980, principalmente, a partir das discussdes e dos acordos
firmados na Conferéncia Internacional Sobre a Promoc¢do da Saude em Ottawa
(Canadd) e da VIII Conferéncia Nacional de Saude (Brasil). Desse periodo em diante,
as politicas publicas, com a finalidade de implementar os novos paradigmas,
passaram por diversas adaptacfes em sua abrangéncia e extensdo. Tais mudancas
(FIG. 1) apresentam o objetivo de algar o individuo ao completo bem-estar fisico,
mental e social. Nesse sentido, 0s servi¢cos de atencao a saude (promocéo, protecao
e recuperacgao) passam a integrar o rol de direitos do homem, devendo ser prestados

de forma positiva pelo Estado e em igual acesso a populagédo (BACKES et al., 2009).

J& no inicio do século XXI, o conhecimento sobre uma série de patdégenos
capazes romper as barreiras geograficas, desencadear epidemias globais e causar a

morte de diversos individuos fomentou uma acdo conjunta entre governos, agéncias
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internacionais (FAO, WHO, OIE) e pesquisadores de diferentes areas (medicina
veterinaria, epidemiologia, microbiologia, economia, sociologia etc). Esta acéo
colaborativa foi reconhecida como a maior rede interdisciplinar para a prevencgéo e
controle de zoonoses e disseminacao de doencas, sendo denominada “o conceito de
Saude Unica” (one health) (GIBBS, 2014).

O conceito de Satde Unica reconhece que a salde dos seres humanos esta
conectada a dos demais animais e a do meio ambiente. A questdo das doencas
transmitidas pelo ambiente é alarmante. Em 2003, a WHO declarou que 25% das
doencas que acometem o ser humano ocorriam devido a fatores ambientais, sendo
que, em criangas, esse numero alcanca 33%. Para ilustrar, as doencas respiratérias,
muitas vezes, decorrentes da poluicdo atmosférica, levam a morte cerca de 250 mil
pessoas somente na América Latina (WASHINGTON, 2010; CDC, 2016).

Desde a revolugcdo industrial, no século XVIIl, a humanidade vem
transformando os recursos naturais e o ambiente ao seu redor, causando diferentes
tipos de impacto. Essas mudancas, em parte, S0 necessarias para acomodar a
populacdo mundial, gue aumenta década apos década, e fornecer a ela condicdes de
subsisténcia. Essa complexa rede de necessidades, em que se misturam fatores
econdmicos, sociais e culturais, gera desequilibrio no ecossistema, podendo
ocasionar uma série de novas doencas. No ano de 2004, cerca de 10 milhdes de
criancas morreram, sendo 40% dessas mortes associadas a riscos ambientais
preveniveis, além de ma nutricdo e amamentacéo por periodo inferior ao ideal (WHO,
2009).
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Figura 1. Evolucéo do conceito de saude ao longo do tempo
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Adaptado: Backes et al., 2009.

De acordo com a Dra. Agnes Soares da Silva (CCD, 2013), os riscos ambientais
se distribuem de maneira heterogénea na sociedade. Devido a essa caracteristica, €
fundamental identificar as diversas varidveis que compfde um problema, tentando
englobar toda a sua extenséo. Assim, as politicas publicas de atencéo a saude podem
ser construidas de maneira mais assertiva. A compreensao de saude ambiental
engloba, principalmente, a gestdo de promoc¢do da saude e da atencdo primaria
ambiental, a abordagem universal com foco em populagbes em situacdo de
vulnerabilidade, o desenvolvimento de planos de acdo para areas especificas, 0 uso

de evidéncia cientifica para o desenvolvimento de competéncias em saude ambiental
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e um plano de gestédo do conhecimento. Toda essa construcao visa evitar a ocorréncia

de doencas evitaveis e mortes precoces.

A Instrucdo Normativa n° 1 disciplina, em seu artigo primeiro, que o Subsistema
Nacional de Vigilancia em Saude Ambiental (SINVSA) compreende o conjunto de
acOes e servicos prestados por 6rgdos e entidades publicas e privadas, relativos a
vigilancia em saude ambiental, visando o conhecimento e a detec¢ao ou prevencao
de qualguer mudanca nos fatores determinantes e condicionantes do meio ambiente
gue interferem na saude humana, com a finalidade de recomendar e adotar medidas
de promocdo da saude ambiental, prevencdo e controle dos fatores de riscos
relacionados as doencas e outros agravos a saude, em especial, agua para consumo
humano, ar, solo, contaminantes ambientais e substancias quimicas, desastres

naturais, acidentes com produtos perigosos, fatores fisicos e ambiente de trabalho.

Qualquer fator que pode impactar na saude do individuo pode determinar o
aprimoramento do Sistema de Vigilancia Ambiental em Salde. Seus principais
objetivos sao identificar os riscos e divulgar as informacdes referentes aos fatores
ambientais condicionantes e determinantes das doencas e outros agravos a saude e
intervir com ac¢0des diretas de responsabilidade do setor ou demandada para outros
setores, com vistas a eliminar os principais fatores ambientais de riscos a saude
humana. Além disso, a construcdo de informacfes sobre esse tema necessita de
ferramentas da epidemiologia ambiental, que, entre outras formas, utiliza dados
relativos aos fatores de risco existentes, que monitoram alimentos e agua para
consumo humano, vetores de doencas, incidéncia de doencas e circulacdo de

patdgenos no ambiente e em outros animais (FUNASA, 2002).

Os animais compartilham com o homem a suscetibilidade para desenvolver
determinadas enfermidades. Um claro exemplo foi a morte de passaros antes da
infecc@o e desenvolvimento de doenca em humanos associada ao virus do Oeste do
Nilo. Nesse sentido, alguns animais séo utilizados como marcadores biol6gicos
naturais para determinadas doencas emergentes e reemergentes. A Satde Unica n&o
€ um novo conceito, mas ganhou destaque nos ultimos anos, devido as mudancas

nas relagdes entre os homens, os outros animais e o0 meio ambiente (Quadro 2). Estas
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alteracbes foram responsaveis por causar diversas doencas emergentes e
reemergentes (CDC, 2016).

Quadro 2. Principais alteracfes contemporaneas nas relacdes entre o ser humano, 0s
outros animais e o meio ambiente.

Fator (Causa) Mudanca (Efeito)

Mais pessoas entram em contato animais
A populagcdo humana est4d selvagens e domeésticos, o que aumenta a
aumentando e se expandindo probabilidade de transmissdo cruzada de
para novas areas geograficas. microrganismos entre seres humanos e outros

animais.

A Terra passa por alteracbes Alteracdes no equilibrio ambiental e nos
climaticas e praticas como o0 habitats propiciam novas oportunidades para
desmatamento e a producdo que microrganismos infectem o ser humano e

animal em larga escala. outros animais.

Aumento nas viagens nacionais, As doencas podem se espalhar mais

internacionais e no comercio. rapidamente em um pais ou através do mundo.

Adaptado de CDC, 2016.

1.6  VIGILANCIA AMBIENTAL, EPIDEMIOLOGICA E MONITORAMENTO DE
DOENCAS INFECCIOSAS

A lei 8.080/1990, que dispde sobre as condi¢des para a promoc¢ao, protecao e
recuperacdo da salude e para a organizacdo e o funcionamento dos servicos
correspondentes, estabeleceu o conceito de Vigilancia Epidemiolégica. Assim,
Vigilancia Epidemiologica é definida como um conjunto de acfes que proporcionam o

conhecimento, a deteccdo ou a prevencdo de qualquer mudanca nos fatores
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determinantes e condicionantes de saude individual ou coletiva, com as finalidades de
recomendar e adotar as medidas de prevencdo e controle das doencas ou agravos
(BRASIL, 1990).

Posteriormente, a lei 15.474, de 2005, do Estado de Minas Gerais, estabeleceu
o campo de atuacéo tanto da Vigilancia Epidemiolégica como da Vigilancia Ambiental.
A Vigilancia Ambiental em Saude foi definida como o conjunto de acgbes que
proporciona o conhecimento e a deteccdo de qualquer mudanca nos fatores
determinantes e condicionantes do meio ambiente que interferem na saude humana,
com a finalidade de identificar as medidas de prevencéo e controle dos fatores de
risco ambientais relacionados as doencas ou outros agravos a saude (MINAS
GERAIS, 2005).

Nesse contexto, a Fundacdo Ezequiel Dias (Funed), por meio do Instituto
Octavio Magalh&es (IOM), Laboratério Central de Minas Gerais (Lacen), integra o
sistema de vigilancia sanitaria, epidemiologica e ambiental nas esferas municipal,
estadual e federal. O IOM é constituido pela Divisdo de Vigilancia Sanitaria e
Ambiental (DIVISA), Divisdo de Epidemiologia e Controle de Doencas (DECD),
Divisdo de Planejamento e Gestdo da Qualidade e Unidade de Higienizacdo e
Producéo de Meios de Cultura (DHPMC). O trabalho visa a prevencgéao e o controle de
doencas para a promoc¢ao da saude por meio de um extenso rol analitico, entre eles,

0 monitoramento da qualidade de alimentos e aguas (FUNED, 2013).

Desde a sétima pandemia de cOlera, ocorrida em 1961, uma série de protocolos
foram desenvolvidos por diferentes paises, a fim de controlar a epidemia ou evitar seu
estabelecimento e disseminagdo. Nos anos 1970, o Ministério da Saude, a
Organizacao Pan-Americana de Saude e a Organizacao Mundial de Saude atuaram
em conjunto, com o objetivo de implantar um programa nacional de monitoramento da
cOlera no Pais, utilizando a estrutura fisica e analitica dos Lacens brasileiros
(LAINSON et al., 1997). Recentemente, em 2010, o surto de colera no Haiti levou a
infeccdo de 112.000 individuos. Os protocolos elaborados inicialmente foram
revisados, readaptados e reimplementados em todo o Brasil. Além do tratamento e
acompanhamento dos possiveis doentes, busca-se prospectar no ambiente a
presenca do agente etiolégico causador da enfermidade, uma vez que a interface
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ambiente e saude pode ser um 6timo parametro para a identificacdo de perigos que

venham a interferir na saude coletiva (SILVA et al., 2016).

O Regulamento Sanitério Internacional (OMS) institui que os paises signatarios
devem manter a capacidade de identificar, avaliar e notificar eventos de importancia
para a saude e estabelecer medidas de controle, a fim de evitar a propagac¢éo nacional
e internacional de doencas. Nesse contexto, desde 1973, o programa nacional de
monitoramento de V. cholerae objetiva monitorar e identificar a circulacdo desse
patdgeno no ambiente, em tempo oportuno, com o intuito de serem adotadas as
medidas de prevencdo e controle necessarias para evitar a disseminacdo, em
especial, das amostras V. cholerae Ol e V. cholerae O139 e a propagacao dessa
enfermidade no Pais, uma vez que o Brasil recebe turistas e viajantes provenientes
de diversos locais do mundo, onde ocorre a transmissdo da coélera, como Haiti,

Republica Dominicana, México, Cuba e alguns paises do Continente Africano.

A nota técnica elaborada em conjunto pela Secretaria Estadual de Saude e
Funed (IOM/DIVISA n°005/2015, 11 de fevereiro de 2015 - ANEXO) alinha as acbes
de monitoramento e trata sobre os procedimentos técnicos a serem adotados durante
a coleta de amostras. Para que o monitoramento ocorra, h4 necessidade do
envolvimento da Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais (SES-MG), por meio
da Vigilancia Ambiental (DVA/SES-MG), do Laboratério de Aguas (LA/FUNED) e do
Servico de Gerenciamento de Amostras (SGA/FUNED), demonstrando a participacao
da Entidade da administracéo indireta e o Orgédo de Governo para que as politicas
publicas possam atingir o cerne de seus objetivos.

Nesse contexto, em 2011, com intuito de promover acdes de vigilancia e
monitorar a possivel circulacdo de V. cholerae no pais, iniciou-se a coleta de “mechas’
(“swab de Moore”) em pontos diferentes do Estado de Minas Gerais. Os locais de
amostragem sao esgotos de aeroportos, rodoviarias e ETEs (ETE). Essa proposta
inicial se transformou, em 2013, em um programa estadual de monitoramento da
colera, principalmente, devido ao aumento de turistas atraidos ao Pais pela realizacao
da Copa das Confederacdes (2013), Copa do Mundo (2014) e Olimpiadas (2016).

As Superintendéncias Regionais de Saude (SRS) séo responsaveis por coletar

as amostras de esgoto, utilizando técnica preconizada pelo Ministério da Saude, em
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pontos pré-definidos. O swab € exposto, sendo mantido, durante 3 a 5 dias, em aguas
residuais. ApOs esse contato, ele € acondicionado em meio de transporte (Agua
peptonada tamponada a 0,1%) e encaminhado para o LA/Funed, para pesquisa de V.
cholerae. A execugcdo do programa pactuado (Monitoramento Ambiental de V.
cholerae) afeta diretamente os pilares da promocéao e protecdo a saude coletiva, uma
vez que viabiliza o reconhecimento, em tempo oportuno, sobre a circulacdo ambiental
desse patogeno, permitindo que medidas de prevencdo e controle da doenca sejam

adequadas e proporcionais.

Apesar do Programa de Monitoramento Ambiental de Célera (PMAC) ser um
avancgo na protecdo a saude da populacéo, sabe-se que existem diversos outros
patébgenos de interesse publico que atuam como agentes causadores de outras
doencas e que podem circular nos ambientes de esgoto de rodoviarias e aeroportos.
Atualmente, como parte do PMAC - MG, nenhum outro potencial patdégeno é

pesquisado nesse ambiente.

1.7 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS E AGUA

Entre as doencas veiculadas por 4gua, destaca-se a doenca diarreica aguda,
responsavel por mais mortes que malaria, gripe e AIDS em conjunto. Atualmente,
cerca de 90% das mortes associadas a doenca diarreica sao atribuidas a ingestao de

agua ou alimentos improéprios para o consumo humano (CDC, 2015).

Os principais grupos de microrganismos responsaveis por desencadear doenca
diarreica no homem sédo os virus, as bactérias e os protozodrios. A contaminacao
ocorre através da ingestéao de dgua ou alimentos contaminados ou por meio do contato

direto pessoa-pessoa (WHO, 2011).

Nos paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, a taxa e mortalidade
associada a doenca diarreica é inferior aquela observada em regides menos
desenvolvidas, como Africa e parte da Asia. Em 2011, 4.338 americanos foram
hospitalizados, dos quais 83 ndo conseguiram se recuperar (VENKATESAN; VERG,
2015).

No Brasil, entre 2011 e 2013, foram registradas 3.376 internacdes e 19 6bitos
(GOMES; MAGALY; DAMACENA, 2014). Acredita-se, que as bactérias sao
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responsaveis por 80% dos casos de diarreia do viajante. Tanto em regides
desenvolvidas como naguelas em desenvolvimento, os agentes diarreiogénicos mais
comumente detectados sdo virus. A hospitalizacdo de criangcas americanas em
decorréncia de doenca diarreica € mais frequentemente relatada para quadros
associados a virus (VENKATESAN; VERG, 2015).

Alguns géneros virais sdo considerados bons indicadores de qualidade de
agua. Entre os virus de DNA, destacam-se os Adenovirus, também agentes de
doencas respiratérias. Os virus de RNA que séo associados a doencas entéricas sao
0s virus da hepatite A, Astrovirus, Norovirus e Rotavirus (BOTES; KWAADSTENIET,;
CLOETE, 2012).

As bactérias também sao utilizadas como indicadoras de qualidade da agua.
Como exemplos, citam-se Escherichia coli, Enterococcus e integrantes da familia
Bacteroidales. Tais organismos apresentam contagens elevadas nas fezes humanas,
se tornando excelentes marcadores de qualidade microbioloégica do ambiente. Vale
lembrar que a gama de agentes de doenca diarreica € enorme, entre 0s quais se
citam: Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae, Aeromonas, Campylobacter, Escherichia
coli, Yersinia enterocolitica, Burkholderia pseudomallei, Francisella tularensis e
Leptospira (WHO, 2011).

1.8 PRINCIPAIS AGENTES DIARREIOGENICOS
1.8.1 VirRUS

1.8.1.1 ADENOVIRUS (HADV)

Os adenovirus estdo incluidos na familia Adenoviridae; género
Mastadenovirus e espécie Human mastadenovirus A-D. Apresentam dupla fita de
DNA linear, ndo sdo envelopados e tém simetria icosaédrica com numero de
triangulacdo igual a 25. Esses organismos podem levar ao desenvolvimento de
doencas respiratérias ou intestinais e sdo classificados a partir de critérios
bioquimicos, imunoldgicos e morfolégicos em mais de 50 sorotipos e em sete espécies
(A-G) (WAYE; SING, 2010, SALAMA et al., 2016).
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Os adenovirus sdo considerados um dos mais complexos virus nao
envelopados ja observados por microscopia eletronica ou cristalografia de raio X. Seu
genoma apresenta tamanho de aproximadamente 36 Kb e codifica cerca de 40
proteinas diferentes, sendo que, aproximadamente 1/3 delas constituem a estrutura
da particula viral. Além disso, no capsideo viral, ha uma série de componentes como
cisteinas e proteinases que aumentam o espectro de hospedeiros virais, levando a
possibilidade de infeccao desde metazoarios a arqueas. O genoma viral € condensado
e associado a proteinas, garantindo sua estabilidade e conservacdo no ambiente
(SMITH et al., 2010).

Apesar de existirem mais de 50 sorotipos de adenovirus, os grupos 40, 41 e 52
sdo mais frequentemente associados as enterites. O grupo epidemiolégico de maior
preocupacdo para as autoridades publicas sdo criancas e imunocomprometidos.
Calcula-se que cerca de 6% dos casos de doenca diarreica em individuos menores
de 2 anos estejam associados a adenovirus entéricos (MUNNINK; HOEK, 2016). Ap6s
a infeccdo das células intestinais, os sinais se desenvolvem entre 5 e 12 dias. Diarreia
aguosa, vomito e febre sdo as principais manifestacdes clinicas associadas a infec¢ao
por este agente microbiano, podendo, em alguns casos, levar o paciente ao 6bito
(MULLER et al., 2010).

A infeccdo envolve a interacdo com multiplos receptores celulares do
hospedeiro, promovendo uma sequéncia de eventos que leva a adsorcdo e a
internalizacdo do virus. Ap6s a internalizacdo, o virus fica contido em um
compartimento endossomal e, entdo, passa por uma série de etapas, tais como o
rompimento do capsideo, liberacdo do DNA viral, digestdo do vacuolo endossomal e
formacao de poros na membrana nuclear. Estas etapas complexas sao direcionadas
por mecanismos genético-bioquimicos virais e visam, em resumo, enderecar 0
material genético viral ao nucleo da célula do hospedeiro, local onde ser&o transcritas
as proteinas virais, para que o ciclo de multiplicacdo possa ser completado (SMITH et
al., 2010).

1.8.1.2 VIRUS DA HEPATITE A (HAV)

A hepatite € uma reacao inflamatoéria do figado que pode ser desencadeada
por diversos fatores. Merecem destaque as hepatites virais, associadas a virus das
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familias Picornaviridae, Hepadnaviridae, Flaviviridae, Deltaviridae e Caliciviridae.
Existem, basicamente, cinco espécies de virus que causam hepatite (A-E). Entre eles,
cita-se o virus da Hepatite A, que esté incluido na familia Picornaviridae, género
Hepatovirus e espécie Human hepatitis A virus (KANYENDA et al., 2015).

No nivel global, o HAV é responsavel por 200 milhdes de casos assintomaticos
e pelo adoecimento de 1,4 milhdes de pessoas anualmente. A principal forma de
contagio € a ingestdo de agua ou alimentos contaminados, sendo um desafio para os
paises em desenvolvimento a contencdo de novos casos e o tratamento dos doentes.
As principais caracteristicas associadas a transmisséo do virus estédo relacionadas a
mas condi¢des sanitarias da &gua para consumo e a habitos de higiene inadequados.
Ainda, o virus apresenta resisténcia a fatores ambientais, como baixo pH e presenca
de detergentes (KANYENDA et al., 2015).

O periodo de incubacdo da doenca varia entre 2 a 7 semanas, com média de
4 semanas, apresentando morbidade elevada e taxa de mortalidade baixa. A forma
assintomatica da doenca € a mais frequente; entretanto, em algumas situacoes,
determinados sinais e sintomas sao observados. Sao eles reacdo semelhante a da
gripe (febre, mialgia, dor de cabeca e artralgia), desconforto intestinal (perda de
apetite, ndusea, vomitos e diarreia) e doenca colestatica (urina negra e fezes palidas)
(BURA et al., 2015).

O virus da hepatite A apresenta simetria icosaédrica, sem envelope; seis
gendtipos e um Unico sorotipo sdo conhecidos. Seu material genético € RNA senso
positivo. A proteina Vpg, associada ao RNA, apresenta importante papel na infecgéo,
uma vez que se associa aos ribossomos, promovendo a transcricdo das proteinas
virais. O genoma do virus é divido em trés regibes principais, quais sejam, nao
codificadora (extremidade 57), intermediaria codificadora e n&o codificadora
(extremidade 3") (PEREIRA; GONCALVES, 2003, VAUGHAN et al., 2013).

A partir de modelos animais, foi possivel detectar, no estdmago, intestino
delgado e intestino grosso, pequena taxa de multiplicagéo viral. As particulas virais
assim formadas alcancam a corrente sanguinea e ao interagir, por exemplo, com o

receptor HAVCR1, presente nos hepatdcitos, infectam essas células. Apos a
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replicacdo no figado, o virus é lancado na bile e, eventualmente, alcanca as fezes
(VAUGHAN et al., 2014).

1.8.1.3 VIRUS DA HEPATITE E (HEV)

O HEV é membro da familia Hepeviridae, género Hepevirus e espécie
Hepatitis E virus. A infeccdo pelo virus € amplamente disseminada no mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento, sendo responsavel por
desencadear endemias ou mesmo epidemias nestas localidades. O HEV foi
descoberto na india, em 1978, e, nos ultimos anos, o conhecimento relativo ao
agente, seu espectro de hospedeiros, a epidemiologia da doenca e 0 seu modo
de disseminacéao cresceu bastante (KHUROO; KHUROO; KHUROO, 2016).

A hepatite E afeta, principalmente, jovens adultos (15 a 45 anos), causando,
em alguns casos, hepatite fulminante e cirrose. Em outras situacdes, podem
ocorrer manifestacbes nao hepéaticas e sindromes neurolégicas. Uma
caracteristica que contribui para a relevancia clinica do HEV é a sua capacidade
de romper a barreira transplacentaria (KHUROO; KHUROO; KHUROO, 2016).

Sao descritos pelo menos sete genoétipos de HEV associados a doencas em
seres humanos. Na Asia, 0 genétipo 1 é o mais comumente responséavel por endemias
e epidemias e o gendtipo 2 é o mais prevalente na América Central e Africa. Os
genotipos 1 e 2 sdo obrigatoriamente patdgenos humanos e a sua transmissao ocorre
pela via fecal-oral. Os variantes genéticos 3 e 4 podem ser detectados em seres
humanos e outros animais, especialmente em suinos, na Europa, Estados Unidos e
Asia. Estima-se que o nimero de casos de infec¢do sintomética pelo HEV somente
na regido tropical exceda trés milhdes e que 70.000 mortes/ano estejam
relacionadas a hepatite E (HARTL; WEHMEYER; PISCHKE, 2016).

O genoma do virus apresenta uma fita simples de RNA senso positivo, 7,2 Kb,
com trés ORFs. A ORF 1 é responsavel pela traducdo de proteinas nao estruturais, a
ORF 2 sintetiza proteinas relacionadas a montagem do virus e a ORF 3 foi associada
a movimentacgdo viral dentro das células, através dos microtubolos e citoesqueleto. O
ciclo de replicacéo viral ainda ndo € completamente compreendido. Assume-se que
para infectar o hospedeiro, o0 HEV usa receptores presentes nas células epiteliais do
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intestino e, posteriormente, os hepatdcitos, através da heparina, e, entdo, penetre nas
células. Uma vez internalizado, o virus libera seu material genético e proteinas nao
estruturais séo sintetizadas (YIN; LI; FENG, 2016).

1.8.1.4 ENTEROVIRUS

Os enterovirus (espécies de Enterovirus A-J e Rhinovirus A-C) pertencem a
ordem Picornavirales e familia Picornaviridae. Sao pequenos, envelopados,
apresentam simetria icosaédrica e genoma de RNA senso positivo. Sao
amplamente distribuidos na natureza, infectam o homem e outros animais e,
taxonomicamente, sdo agrupados em espécies de A-J. O genoma do virus
apresenta cerca de 7,5 Kb e apenas uma ORF que decodifica uma poliproteina

que inclui proteinas estruturais e ndo estruturais (HE et al., 2016).

O organismo ja foi associado a fortes diarreias e doencas respiratérias em
bovinos e outros mamiferos. Embora a transmissao ocorra, predominantemente,
por via fecal-oral, o grupo ainda é negligenciado como agentes etiolégicos de
doenca diarreica devido a falta de investigaces mais detalhadas (RAO et al.,
2014).

Uma das espécies mais estudadas é o Enterovirus C, popularmente conhecido
como Poliovirus, agente causador da poliomielite ou paralisia infantil, doenca que, ha
cerca de 30 anos, recebeu esforcos globais para sua erradicacdo (ARITA, 2016). O
segundo enterovirus descrito foi o0 Coxsackievirus. Ha, pelo menos, dois genoétipos do
virus e, inicialmente, eles foram diferenciados pelas manifestacées clinicas

decorrentes da doenca associada (CROM et al., 2016).

De modo geral, os Enterovirus desenvolveram multiplas estratégias para
evadir as defesas do hospedeiro, eles suprimem a bioquimica celular basal,
juntamente com as defesas inatas do hospedeiro e direcionam o funcionamento
celular para confeccdo das proteinas necessarias para sua replicacdo e
brotamento (LLOYD, 2016).

Além disso, os Enterovirus sdo citopaticos e contaminam seus hospedeiros
através da via fecal-oral, transplacentaria e aerossois. O primeiro sitio de replicacao

do virus séo células epiteliais da orofaringe e mucosa intestinal. Em alguns casos,
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pode haver uma infec¢cdo secundaria no sistema nervoso e resultar em meningite ou
encefalite. As manifestacdes clinicas sdo bem variadas e vao desde infeccbes
respiratérias e gastrointestinais a hepatite, miocardite, pancreatite e outras (CROM et
al., 2016).

1.8.1.5 ROTAVIRUS (RVA)

Os rotavirus, membros da familia Reoviridae, género Rotavirus, espécies
Rotavirus A-H, apresentam simetria icosaédrica e dupla fita de RNA (dsRNA).
Atualmente, sdo considerados os principais agentes de doenca diarreica em criancas
menores de cinco anos. Acredita-se que 5% do total de mortes de criangcas com
gastroenterites sejam decorrentes da infeccdo por este agente. Além disso, os
rotavirus sdo responsaveis por levar a internacdo em consequéncia de doenca
diarreica entre 25% e 50% dos pacientes com menos de cinco anos. As manifestacées
clinicas mais comumente observadas séo diarreia, vomito e desidratacdo (TATE et
al., 2009).

A dupla fita de RNA produz uma condi¢cdo peculiar para os membros dessa
familia, uma vez que, a maquinaria da célula do hospedeiro ndo apresenta as enzimas
necessarias para transcrever a fita dupla de RNA em mRNA. Algumas caracteristicas
auxiliam o entendimento dessa condi¢do especifica. Por exemplo, o capsideo viral
contém 11 segmentos de dsRNA e cada segmento é responsavel por sintetizar uma
proteina, exceto o ultimo segmento, que sintetiza duas. Dessas 12 proteinas, seis sao
estruturais e seis sdo nao estruturais. O capsideo viral € composto por trés camadas
proteicas. Outro fator € a organizacdo estrutural do genoma; ha um consenso que
enzimas de transcricdo ancoradas na superficie interior do capsideo transcrevem
cada segmento do genoma, sendo todo o0 segmento genbmico transcrito
simultaneamente (JAYARAM; ESTES; PRASAD, 2004).

A forma de contaminacgdo por esses virus ocorre por meio da rota fecal-oral,
principalmente, através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados. Além disso,
pode ocorrer a contaminagdo pelo contato com pessoas doentes. Ao entrar em
contato com enterdécitos do intestino delgado, o virus pode infecta-la, apos interagir
com receptores de acido sidlico ou mesmo através de canais Ca?* dependentes de

endocitose. Experimentos em animais demonstraram que, apos a infec¢do da célula,
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o virus altera a morfologia intestinal, transformando as vilosidades para a forma
cuboide. Essa modificacdo ocorre em até 24h apdés a infeccdo. Além disso, ocorre a
diminuicdo do espessamento da parede do intestino delgado. Essas mudancgas, em
conjunto, levam ao quadro de diarreia (LUNDGREN; SVENSSON, 2001).

1.8.2 BACTERIAS

1.8.2.1 Aeromonas

O género Aeromonas (Proteobacteria, Proteobacteria Delta, Aeromonadales,
Aeromonadaceae) teve sua descricdo entre 0os séculos XIX e XX. O microrganismo
foi, inicialmente, associado a infeccdes em animais ectotérmicos. Atualmente, é
reconhecido ndo somente por desencadear doencas em peixes ou animais de
“sangue frio”, mas, também, como responsavel por uma variedade de doencas
infecciosas que acometem o ser humano, como doenga diarreica e sindrome
hemolitico-urémica. Entre os anos 1981 e 2010, o numero de publicacdes cientificas
relacionadas a este organismo cresceu 7,4 vezes quando comparado as publicacdes
entre 1944 e 1980, evidenciando o reconhecimento da sua importancia (JANDA,
ABBOTT, 2010).

Sao reconhecidas cerca de 90 espécies de Aeromonas, sendo, as mais
frequentemente associadas a doencas infecciosas, Aeromonas sobria, Aeromonas
caviae e Aeromonas hydropila. A bactéria é um bastonete Gram negativo,
quimiorganotrofico, anaerdbio facultativo. As amostras sdo, predominantemente,
moveis e mesofilicas, oxidase, catalase e nitrato redutase positivas. O microrganismo
pode ser isolado a partir de agua, peixes, invertebrados, solo e alimentos. A
transmissao pode ocorrer por meio da ingestao de agua ou alimentos contaminados.
Os principais sinais e sintomas decorrentes da infeccado pelo patdogeno sao febre
baixa, diarreia, vomito e dores abdominais (VON GRAEVENITZ, 2007, YANO et al.,

2015).

As amostras de Aeromonas sdo encontradas em superficies aquaticas, agua
clorada para consumo humano e agua mineral. Além disso, podem ser isoladas a

partir do trato intestinal de seres humanos e outros animais, esgoto bruto, efluentes
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de esgoto e lodo ativado. Em alimentos, é observada predominantemente em aves
domésticas, peixe fresco, peixe defumado, camardes, vegetais crus, carne de cabra,
ovos de codorna e leite cru. A. hydrofila j& foi isolada de fezes de animais sadios tais
como cavalos, carneiros, porcos e vacas (IGBINOSA et al., 2012).

Os mecanismos de patogenicidade sdo complexos e ainda pouco conhecidos.
Uma ampla gama de fatores de patogenicidade ja foi descrita. Destacam-se flagelo
tipo IV, sistema de secrecao tipo Ill (TTSS), enterotoxinas termolabil (Act e Alt) e
termoestavel (Ast), grande numero de hemolisinas (AerA, HlyA, Ahhl e Asal), lipases,

adesinas, aglutininas, proteases e varias outras enzimas (LI et al., 2015).

1.8.2.2 Arcobacter

0] género Arcobacter (Proteobacteria, Epsilonproteobacteria,
Campylobacteriales, Campylobacteriaceae) foi isolado, inicialmente, no Reino
Unido, a partir de um aborto ocorrido em bovino. Os representantes do género sao
bastonetes Gram negativos, espiralados, podem se multiplicar em condi¢cbes de
microaerofilia ou aerobiose e em temperaturas de 15° C, uma das caracteristicas que
o diferencia do género Campylobacter. O principal reservatorio do microrganismo € o
gado e, durante os ultimos 10 anos, a sua presenca foi associada a carnes de boi,
porco e frango, sendo que seu isolamento a partir de carne de frango é
significativamente mais comum. A bactéria também foi isolada de leite de vaca com
mastite (SNELLING et al., 2006).

Dentre as espécies do género, Arcobarcter butzleri foi considerada, pela
Comisséao Internacional de EspecificagBes Microbiologicas de Alimentos, como um
Sério perigo a saude humana e um importante patdgeno zoonético. Suas habilidades
de patogenicidade ainda permanecem pouco compreendidos, embora existam
diversos estudos que demonstram capacidade de adesdao, invasividade e citotoxidade,
além da producéo de hemaglutininas. O mecanismo pelo qual o microrganismo induz
diarreia est4 associado ao rompimento das juncdes celulares do epitélio intestinal
(tight junctions), modificando a dinamica tecidual, promovendo, entéo, o fluxo de agua
do oOrgdo para o lumen intestinal e, consequentemente, ocasionando diarreia
(COLLADO; FIGUERAS, 2011).
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Ja foi demonstrado em modelo murino que A. butzleri induz a inflamacéo
intestinal e respostas imunitarias sistémicas. As principais manifestacdes clinicas da
infecgao pelo microrganismo séo fortes dores abdominais e diarreia (em alguns casos,
de maneira persistente) (FIGUERAS et al., 2014, HEIMESAAT et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

As acdes que visam a promocédo da saude coletiva sdo amplas e devem incluir,
entre outras, a vacinacdo da populacdo contra determinados agentes de doencas
infecciosas, o saneamento basico, a protecdo ao meio ambiente equilibrado, o
monitoramento da qualidade dos alimentos e da agua consumida, assim como dos
diversos fatores que podem favorecer a transmissao de doencas ao homem. O
crescimento exponencial da populacdo humana, ao longo dos ultimos séculos, trouxe,
como consequéncia, a mudanca no seu modo de organizacdo no espaco, além de
diversos desafios a manutencao das relacfes de harmonia com o0 meio ambiente.
Quase sempre, quando esse equilibrio € perturbado, ha reflexos que se manifestam
na saude individual e coletiva. A peste negra, a febre maculosa, a cdlera, o botulismo
e a gripe sdo alguns exemplos de doencas que atingiram o homem como
consequéncia da promocéao do desequilibrio de condi¢cfes naturais. O fato de algumas
dessas enfermidades extrapolarem os limites geogréficos locais e se disseminarem
pelo mundo estd intimamente associado ao avanco das tecnologias que envolvem o
rapido transporte de pessoas (e sua microbiota) entre as diferentes regides do planeta
e 0 contato entre elas, a cultura dos povos e ao modo como eles se dividem no espaco.
Atualmente, boa parte dos seres humanos vive em grandes centros urbanos, locais
gue apresentam intensa circulacdo de pessoas entre as cidades, principalmente, nos
polos industriais, comerciais e turisticos. Os visitantes chegam, em sua maioria, por
via terrestre, em veiculos particulares, ou transporte publico (terrestre ou aéreo). Em
Belo Horizonte, terceira regido metropolitana mais populosa do Brasil, o Terminal
Rodoviario Governador Israel Pinheiro e o Aeroporto Carlos Drummond de Andrade
sdo duas das principais portas de entrada e saida de pessoas. Nestes locais circulam,
anualmente, mais de 12 milhGes de passageiros. Por jA apresentar intensa
movimentacao de pessoas e frente a realizacdo de grandes eventos de massa, como
Copa das Confederacoes FIFA de 2013, Copa do Mundo FIFA de 2014 e Jogos
Olimpicos Rio 2016, a Secretaria do Estado de Saude de Minas Gerais, por meio da
Vigilancia Epidemiolégica, FUNED e Prefeitura de Belo Horizonte, firmaram parceria
para 0 monitoramento ambiental da célera, com a finalidade de atender a diretrizes
nacionais e proteger a saude da populacéo. O programa de monitoramento, retomado

em 2013, continua até a data atual. Entretanto, ele é voltado, especificamente, para a
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deteccao do Vibrio cholerae; nenhuma outra bactéria € investigada como parte deste
programa. A abordagem metagen6mica, mais recentemente proposta, vem sendo
empregada para diversas finalidades, inclusive para avaliar as comunidades
microbianas de um dado ambiente. Esta metodologia tem se mostrado bastante
promissora, permitindo a geracdo de grande quantidade de dados acurados e
bastante relevantes. Desta forma, parece-nos pertinente utilizar a estrutura
empregada no monitoramento da célera para investigacdo do perfil da comunidade
microbiana, por meio de abordagem de genética molecular, mais especificamente
analise metagenémica e qPCR, visando a identificacdo de perigos microbianos para

a saude coletiva.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil da comunidade microbiana do ambiente de esgoto do Terminal
Rodoviario Governador Israel Pinheiro e do Aeroporto Carlos Drummond de Andrade

visando a investigacao de perigos microbianos relacionados a saude publica.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a estrutura e avaliar a diversidade da comunidade microbiana do
esgoto da Rodoviaria e do Aeroporto da Pampulha, Belo Horizonte/MG, por

abordagem metagendmica.

Investigar a presenca de potenciais patdgenos bacterianos e virais veiculados

por &gua e alimentos nas amostras de esgoto, por abordagem metagendmica e gPCR.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREAS DE ESTUDO

A regiao metropolitana de Belo Horizonte apresenta intensa atividade industrial,
comercial, cultural, intelectual, de lazer e de esportes. Sua populacao foi estimada em
5.783.773 de pessoas no ano de 2014, sendo considerada a terceira regiao
metropolitana mais populosa do Brasil e uma das mais importantes economias
brasileiras (IBGE, 2014).

No que se refere ao transporte rodoviario publico, a cidade conta com o
Terminal Rodoviario Governador Israel Pinheiro (FIG. 2), na capital, que atende cerca
de 17 milhdes de pessoas por ano, contabilizando rotatividade de 40 mil pessoas por
dia, que chegam a cidade de diversos pontos do Brasil ou saem dela para os mais
variados locais do territorio nacional (PREFEITURA DE BELO HORIZONTE, PBH,
2015). Ja no Aeroporto Carlos Drummond de Andrade (FIG. 2), situado na Pampulha,
circulam cerca de um milh&o de passageiros por ano (INFRAERO, 2014).

Independente dos motivos que levam a circulagdo de um lugar a outro, 0s
terminais rodoviarios e 0s aeroportos sao locais que retnem uma grande quantidade
de pessoas. Esses ambientes podem apresentar individuos de varias regides do
Estado, do Pais ou mesmo do mundo. Devido a essas caracteristicas, eles podem ser

considerados como locais multiétnicos e culturalmente diversos.

De acordo com Lozupone et al. (2012), a diversidade do microbioma humano é
influenciada por fatores genéticos, ambientais e da dieta dos individuos. Sendo assim,
a diversificacdo dos pontos de coleta de esgoto pode revelar as caracteristicas de
uma populacdo que frequenta um ambiente especifico, além de refletir a circulagéo

de patégenos relacionados a saude publica.

As amostras foram coletadas em dois pontos distintos de Belo Horizonte,
capital do Estado de Minas Gerais. A cidade esta situada a 853 metros de altitude,
latitude de -19.902766829991066 e longitude de -43.96405015000005, com extenséo
territorial de 331,401 km?, populacdo de 2.513.451 e densidade demogréfica de
7.167,00 hab/km?. Os pontos selecionados foram o Terminal Rodoviario Governador
Israel Pinheiro, latitude de -19.913863705752913 e longitude de -
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43.941922100000056, e o Aeroporto Carlos Drummond de Andrade, latitude de -
19.849847505732868 e longitude de -43.95488990000001.

Figura 2. Regido metropolitana de Belo Horizonte, destacando o Aeroporto Carlos
Drummond de Andrade e o Terminal Rodoviario Governador Israel Pinheiro, pontos
de coleta das amostras de esgoto a serem estudadas.
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4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Ap6és visita prévia aos locais, foram definidos, tanto para a rodoviaria como para
o aeroporto, dois pontos de coleta. Considerando-se as caracteristicas de cada um

deles, o protocolo foi estabelecido.

Foram realizadas duas coletas em cada local, uma em dias nos quais o
movimento é considerado “normal” e outra em dias nos quais a circulagéo de pessoas

estava aumentada. Para definicdo das datas de coleta, profissionais que trabalhavam
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na rodoviaria e no aeroporto foram consultados. Na rodoviaria, ha, inclusive, o controle
do nimero de pessoas que utilizam os banheiros (movimento normal: cerca de 500
pessoas/h e movimento aumentado: cerca de 1250 pessoas/h). As quatro coletas
foram identificadas como RN e RA (rodoviaria, circulagdo “normal” e aumentada de
pessoas, respectivamente) e AN e AA (aeroporto, circulagdo “normal” e aumentada

de pessoas, respectivamente).

4.2.1 RODOVIARIA

Na rodoviaria, foi feita uma coleta piloto, no dia 29/01/2016, para verificacdo da
funcionalidade do protocolo proposto, conhecimento da dinAmica do campo e suas
caracteristicas. A seguir, as datas das coletas foram estabelecidas. O material foi
coletado nos dias 22/02/2016, uma segunda feira, dia de pouco movimento, e
24/04/2016, um domingo pdés-feriado prolongado (21/04), dia de grande movimento.

Os dois pontos de coleta selecionados recebem esgoto tanto do banheiro
masculino como do banheiro feminino antes de serem enviados ao tratamento. O
esgoto é corrente, ou seja, ndo fica armazenado em nenhum ponto; por isto, optou-se

por coletar diversas amostras, em intervalos de tempo regulares.

Para a andlise microbioldgica, foram coletados 45 mL de amostra, a cada 30
min, pelo periodo de 4 h, totalizando 405 mL de esgoto bruto total. Ao término da
coleta, o material foi transportado para o Laboratério de Microbiologia Oral e
Anaerdbios (Departamento de Microbiologia, ICB, UFMG) e centrifugado a 7826 x g,
por 20 min, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os sedimentos mantidos em

freezer a -80°C para posterior extracdo de DNA.

Para avaliacdo do perfil da comunidade microbiana (Bacteria e Archaea) das
amostras de esgoto obtidas, preparou-se um pool a partir dos sedimentos obtidos das
nove amostras coletadas em cada dia/local. Entdo, realizou-se a extragcdo de DNA,
empregando-se o kit EZNA Soil DNA (Omega Bio-tek, Norcross, GA, EUA), conforme
instrucdes do fabricante. A quantificacéo foi realizada utilizando-se o Qubit dSDNA HS
Assay Kit (Life technologies, Ottawa, ON, Canada).

Paralelamente, para o célculo do DBOt, foram coletados 40 mL de esgoto, a

cada 30 min, durante 4 h (volume total de 360 mL). Para determinacdo dos demais
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parametros fisico-quimicos, foram coletados 125 mL de esgoto, a cada 30 min, até
completar o volume total de 1000 mL. Logo apos a coleta, as amostras tiveram suas
temperaturas aferidas por imersdo de termdémetro de mercurio e, entdo, foram

mantidas refrigeradas em gelo reciclavel e encaminhadas para andlise.

4.2.2 AEROPORTO

No aeroporto, a coleta piloto ocorreu no dia 02/02/2016 e as coletas
subsequentes foram realizadas no dia 23/02/2016 (dia “comum”) e dia 27/03/2016

(feriado de Pascoa).

Os pontos de coleta, como ja descrito para a rodoviaria, recebem esgoto dos
banheiros masculino e feminino. Eles retém uma parte do esgoto, acumulando o
residuo produzido por dias. Devido a esta caracteristica, optou-se por homogeneizar
0 esgoto e realizar a coleta pontual. Os volumes de amostras coletados para analises

fisico-quimicas e extracdo do DNA foram similares aos descritos para a rodoviaria.

4.3 ANALISE FiSICO-QUIMICA

A andlise fisico-quimica foi realizada no Laboratério de Saneamento
(Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Escola de Veterinaria, UFMG).
Foram avaliados os seguintes parametros: pH, DBOt, DQOt, sélidos totais, solidos
volateis totais, solidos fixos totais, sdélidos suspensos totais, soOlidos suspensos
volateis, solidos suspensos fixos, amoOnia, nitrito, nitrato e fosfato, conforme
metodologia descrita por APHA, AWWA, WEF (1992).

4.4 ANALISE DAS COMUNIDADES DE BACTERIA E ARCHAEA

A biblioteca de rDNA 16S foi construida utilizando-se os iniciadores 515(F) 5’-
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3' e 806(R) 5'-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3', que
ttm como alvo a regido hipervariavel V4, que possibilita a deteccdo de
microrganismos do dominio Bacteria e Archaea (amplicon 292 pb). Os iniciadores
foram previamente descritos por Coporaso et al. (2012) e modificagcbes quanto a
degeneracgéo de bases nitrogenadas foram feitas por Apprill et al. (2015).

Os primers F e R foram marcados com as sequéncias adaptadoras: 5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3’ e 5-GTC
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TCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3, respectivamente. A amplificacédo
foi conduzida no termociclador Mastercycler Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha), utilizando o KAPA HiFi Hot Start Ready Mix PCR Kit (Kapa Biosystems,
Boston, MA, EUA). A mistura de reac¢ado (30 pL) constou de 15 ng de DNA, 1 pL dos
iniciadores (6 uM) e 15 pyL do mix. A reacdo de amplificacdo constou dos seguintes
ciclos: 95 °C/3 min; 95 °C/30 s, 55 °C/30 s, 72 °C/30 s - 25 x; e 72 °C/5 min. Os
amplicons foram quantificados pelo Qubit dsDNA HS Assay Kit e submetidos a
eletroforese em gel de agarose (1,2%), em tampéo TBE, pH 8,0. A corrida foi realizada
a 100 V por 1 h.

Os amplicons foram purificados empregando-se o Agencourt® AMPure® XP
PCR Purification (Agencourt Bioscience, Beverly, MA, EUA). Posteriormente, foram
preparados para o sequenciamento, empregando-se o Nextera XT Index kit (Illumina,
San Diego, CA, EUA), novamente purificados com o auxilio do Agencourt® AMPure®
XP PCR Purification e, por ultimo, quantificados por qPCR empregando-se o KAPA
Library Quantification Kit (lllumina). A biblioteca de V4 rDNA 16S foi entdo finalizada
formando um pool, contendo 4 nM de cada amostra e 30% de PhiX Control Kit v3
(lumina), desnaturado com hidroxido de sédio e adicionado no cartucho de
sequenciamento MiSeq Reagent Kit v2 para 500 ciclos. O sequenciamento foi
realizado empregando-se o MiSeq Desktop Sequencer (lllumina), conforme instrugdes

do fabricante.

Os dados gerados foram, primeiramente, tratados pelo software MiSeq
Reporter. As sequéncias geradas foram processadas no programa MOTHUR v.1.23.0
(SCHLOSS et al., 2009), utilizando um limiar de pontuacdo de qualidade de base
nucleotidica (Phred score) igual a Q = 20. Posteriormente, foram alinhadas e
classificadas de acordo o banco de dados de referéncia Silva v.123 (QUAST et
al.,2013) para a regido V4 do gene rDNA 16S e agrupadas em unidades taxondmicas

operacionais (OTUs) considerando 97% de similaridade genética.

As analises de alfa diversidade, beta diversidade e abundancia relativa foram
realizadas pelo programa R (https://www.r-project.org-R, Core Team 2014), utilizando
os pacotes Phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013) e ggplot2 (WICKHAM, 2009). A
alfa diversidade foi mensurada por meio dos indices de diversidade Shannon
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(SHANNON; WEAVER, 1963) e Simpson (SIMPSON, 1949) e de riqueza ACE (CHAO,
1987) e Chaol (CHAO, 1984). Para a avaliacdo da beta diversidade, foi utilizado
UNIFRAC (LOZUPONE; KNIGHT, 2005), no qual as distancias ponderadas foram
definidas e classificadas por analise de coordenadas principais (PCoA).

4.5 PESQUISA DE VIRUS ENTERICOS

A presenca de enterovirus totais, adenovirus humanos, virus das hepatites A e
E e rotavirus, todos virus de RNA, foi investigada por meio de RT-PCR.

4.5.1 CONCENTRACAO E CLARIFICACAO VIRAL

Apos centrifugacdo como descrito anteriormente (item 4.2.1), os sedimentos
foram suspendidos em PBS, pH 9,0, para elui¢do viral a partir das particulas sélidas
(0,5 g:1 mL PBS), de acordo com Fongaro et al. (2014). A seguir, quatro pools foram
preparados, levando em consideracdo as datas/locais em que ocorreram as coletas.
Posteriormente, as amostras foram clarificadas por meio do uso de cloroférmio:

butanol (1:1), de acordo com procedimento recomendado pela EPA (1992).

4.5.2 EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

Os &cidos nucleicos foram extraidos utilizando-se o QlAamp® DNA/RNA Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Um
volume de 200uL de amostra previamente concentrada e clarificada foi empregado

nesta etapa.

4.5.3 QUANTIFICACAO VIRAL

Os virus em estudo foram quantificados por RT-gPCR. Para a reacdo de
transcricdo reversa, foram empregados iniciadores randémicos (Promega, Madison,
Wisconsin, EUA). O material genético purificado foi previamente desnaturado a 97 °C
por 5 min e resfriado por 2 min em banho de gelo. Posteriormente, o material foi
adicionado a uma mistura de 20 pmol de iniciador randémico (Promega), 0,6 mM de
dNTPs, 1 U da enzima transcriptase reversa (MMLV-Promega, Madison, Wisconsin,
EUA) e 0,5U de inibidor de RNase (RNAsin-Promega,Madison, Wisconsin, EUA). A

reacao constou de 1 ciclo de 37°C por 60 min e 1 ciclo de 65°C por 10 min.


https://www.google.com.br/search?q=Hilden+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ2z7JQAjON401yk7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBsGJzXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwib3sXe49vRAhXDPiYKHcKgADwQmxMIkAEoATAP
https://www.google.com.br/search?q=Madison+Wisconsin&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBvCdizQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjZ3viX49vRAhWBKCYKHRNPB0EQmxMIkwEoATAN
https://www.google.com.br/search?q=Madison+Wisconsin&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBvCdizQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjZ3viX49vRAhWBKCYKHRNPB0EQmxMIkwEoATAN
https://www.google.com.br/search?q=Madison+Wisconsin&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBvCdizQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjZ3viX49vRAhWBKCYKHRNPB0EQmxMIkwEoATAN
https://www.google.com.br/search?q=Madison+Wisconsin&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBvCdizQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjZ3viX49vRAhWBKCYKHRNPB0EQmxMIkwEoATAN
https://www.google.com.br/search?q=Madison+Wisconsin&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBvCdizQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjZ3viX49vRAhWBKCYKHRNPB0EQmxMIkwEoATAN
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Entdo, a quantificacdo viral foi realizada empregando-se o kit Quanti Tec SYBR
Green-gPCR Master Mix (Qiagen). Foram empregados primers e protocolos
previamente descritos (Quadro 3). Os ensaios de gPCR foram realizados em
duplicatas, em microplacas de 96 pocos (MicroAmp Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, EUA). Um volume de 15 uL da mistura de reacéao foi distribuida em
cada poco e 5 pL dos acidos nucleicos (DNA ou cDNA) previamente diluidos 1:10
foram adicionados. Em seguida, a placa foi selada com filme Optico (Applied
Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA). A reacédo foi realizada no aparelho
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Em todos os lotes de reagédo foram empregados controles positivo e negativo
(dagua). Como controles positivos, foram utilizados fragmentos de DNA/CDNA,
previamente clonados em plasmideos com as sequéncias-alvo para 0s respectivos

iniciadores para cada virus investigado.


https://www.google.com.br/search?q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjZpI3e89vRAhWKZiYKHVHDCl0QmxMIhgEoATAQ
https://www.google.com.br/search?q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjZpI3e89vRAhWKZiYKHVHDCl0QmxMIhgEoATAQ
https://www.google.com.br/search?q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjZpI3e89vRAhWKZiYKHVHDCl0QmxMIhgEoATAQ
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=662&q=Foster+City+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyzMkuUuIAsYtMi020tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAcxXrNkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjs8oTSnt3RAhVKfZAKHeRaA04QmxMIiAEoATAN
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Quadro 3. Reacdes de amplificacdo (QPCR) empregadas para identificacdo de Virus Entéricos

Virus

Adenovirus
Humanos

Enterovirus totais

Hepatite A

Hepatite E

Rotavirus

Alvo Programa Fonte

HADV F 5" - C(AT)T - ACATGCACATC(GT)C(CG)GG - 3’

Hernroth et al.(2002)
HADV R 5’ - C(AG)CGGGC(GA)AA(CT)TGCACCAG - 3’

Ent F5 - CCTCCGGCCCCTGAATG - 3
De Leon et al.(1990)

EntR 5 - ACCGGATGGCCAATCCAA -3

HAVF - 5GGTAGGCTACGGGTGAAAC - 3 50°C/2 min Jothikumar et

95 °C/10 min (1X) (2008
HAVR 5' - GCGGATATTGGTGAGTTGTT - 3 60 °C/1min (40X) al.(2005)
HEV F 5 - GGTGGTTTCTGGGGTGAC - 3 72°CA0 min (1)

Jothikumar et
HEV R 5 - AGGGGTTGGTTGGATGAA - 3’ al.(2006)

RvaF 5' - FACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG - 3

Zeng et al.(2008)
RvaR 5' - GGTCACATAACGCCCCTATAGC - 3'
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE FiSICO-QUIMICA

Os dados relativos a analise fisico-quimica das amostras de esgoto estédo
apresentados na Tabela 1. Pode-se observar que os resultados obtidos para a

maior parte dos parametros avaliados foram bastante heterogéneos.
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Tabela 1. Resultado das andlises fiquico-quimicas dos ambientes de esgoto sanitario do Aeroporto (AN e AA) e Rodoviaria (RN e

RA).

LC pH DBOt DQOt ST STV STF SST SSV SSF Amodnia Nitrito Nitrato Pt
(mg.L,-'02)  (mg.L-'02)  (mg.L?) (mg.L?) (mg.LY)  (mg.L?) (mg.LY) (mg.L?) (mg.L?) (mg.LY) (mg.LY) (mg.L?)

AN 7,2 420 650 1065 895 170 250 250 0 42 0,01 1,71 1,06
AA 7,8 280,5 500 3095 3055 40 2350 2350 0 60 0,01 3,48 1,34
RN 7,1 330 400 3900 3865 35 1780 1780 0 45 0,01 2,03 0,86
RA 7,3 714 800 780 765 15 660 650 10 55 0,01 3,79 1,14

AN: Aerporto em dia de circulagdo normal de pessoas.

AA: Aeroporto em dia de circulagdo aumentada de pessoas

RN: Rodoviaria em dia de circulagdo normal de pessoas.

RA: Rodoviaia em dia de circulagdo aumentada de pessas.

LC: Local de coleta.
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5.2 ANALISE DAS COMUNIDADES DE BACTERIA E ARCHAEA

O numero total de reads brutos obtidos para cada uma das quatro amostras de
esgoto foram: AN = 593.477, AA = 510.031, RN = 656.413 e RA = 456.099. No que
se refere a OTUs, o numero total foi de 394.800, assim divididos: AN = 113.265, AA =
94.108, RN =112.741 e RA = 74.686.

Os dados demonstram grande predominio de Bacteria sobre Archaea nas
comunidades do esgoto sanitario do aeroporto e da rodoviaria. Relativo ao aeroporto,
bactérias e arqueas representaram 99% e 1% da amostra, respectivamente,
independentemente da quantidade de pessoas circulando no local. Na rodoviaria, a
amostra RN era constituida quase que exclusivamente por bactérias e a amostra RA
incluia 96% de bactérias e 4% de arqueas.

As oito classes que apresentaram maior abundancia relativa nas amostras
estudadas foram Bacilli, Bacteroidia, Betaproteobacteria, Clostridia, Coriobacteriia,
Epsilonproteobacteria, Gammaproteobacteria e Negativicutes (FIG. 3). No que se
refere aos taxons mais abundantes, citam-se Arcobacter, Bacteroides, Blautia,
Enterobacteriaceae, Faecalibacterium, Lachnospiraceae, Prevotella, Streptococcus,

Subdoligranulum e Succinivibrio (FIG. 4).

No que se refere a Archaea, Methanosphaera, Methanobacterium e

Methanobrevibacter foram os Unicos géneros detectados.
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Figura 3. Abundancia relativa das principais classes microbianas detectadas nas
amostras de esgoto sanitario do Aeroporto Carlos Drummond de Andrade e do
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Figura 4. Abundancia relativa dos principais tdxons detectados nas amostras de
esgoto sanitario do Aeroporto Carlos Drummond de Andrade e do Terminal
Rodoviario Governador Israel Pinheiro.
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A Tabela 2 e a FIG. 5 ilustram os principais filos identificados no estudo. Juntos,
Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes, Euryarchaeota e
Actinobacteria compdem, em alguns casos, praticamente 100% das comunidades
microbianas avaliadas.

Tabela 2. Abundancia relativa dos principais filos microbianos detectados nas
amostras de esgoto sanitario do Aeroporto Carlos Drummond de Andrade e do

Terminal Rodoviario Governador Israel Pinheiro. Filos com abundancia menor que 1%
para todas as amostras nao foram representados.

Filo Dominio AN1 AA? RN3 RA%4

Firmicutes Bacteria 64,22% 48,12% 35,24% 40,53%
Bacteroidetes Bacteria 17,64% 34,77% 22,45% 18,23%
Proteobacteria Bacteria 5,22% 4,42% 29,90% 18,42%
Actinobacteria Bacteria 4,56% 2,35% 1,04% 4,50%
Euryarchaeota Archaea 1,06% 1,06% 0,30% 4,32%

Fusobacteria Bacteria 0,00% 0,00% 2,90% 0,00%

1, aeroporto em dia de circulagdo normal de pessoas; 2, aeroporto em dia de circulagédo
aumentada de pessoas; 3, rodoviaria em dia de circulagdo normal de pessoas; 4, rodoviaria

em dia de circulacdo aumentada de pessoas

O filo Firmicutes representa mais de 50% da amostra de esgoto do aeroporto.
Na rodoviaria, embora a diferengca ndo seja tdo grande, ele também é o filo
predominante. Neste filo, os dez taxons mais abundantes foram Subdoligranulum,
Streptotoccus, Ruminococcaceae, Phascolarcobacterium, Megasphaera,

Lactobacillus, Lachnospiraceae, Faecalibacterium, Dialister e Blautia (FIG. 6).
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Figura 5. Abundancia relativa dos principais filos microbianos detectados nas
amostras de esgoto sanitario do Aeroporto Carlos Drummond de Andrade e do

Terminal Rodoviario Governador Israel Pinheiro.
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Figura 6. Abundancia relativa dos principais taxons microbianos do filo Firmicutes

detectados nas amostras de esgoto sanitario do Aeroporto Carlos Drummond de
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O segundo filo mais abundante foi Bacteroidetes. Os principais géneros deste
filo detectados foram  Prevotella, Parabacteroides, Macellibacteroides,

Cloacibacterium, Bacteroides, Alloprevotella e Alistipes (FIG. 7).

Os 10 taxons mais abundantes do Filo Proteobacteria estdo representados na
FIG.8. Do filo Actinobacteria, predominaram o0s taxons Actinomyces,
Actinomycetaceae, Atopobium, Bifidobacterium, Collinsella, Coriobacteriaceae,
Enterorhabdus, Olsenella e Senegalimassilia (FIG. 9).

A diversidade alfa e beta estdo apresentadas na Tabela 3 e na FIG. 10 e 11.

O numero de OTUs dos principais patdgenos bacterianos esta apresentado
na FIG 12. Nado foram detectadas OTUs associadas a Vibrio, Leptospira,

Campylobacter, Burkholderia e Francisella.

5.3 PESQUISA DE VIRUS ENTERICOS

Os cinco grupos de virus entéricos pesquisados foram detectados nas
amostras de esgoto sanitario tanto do aeroporto como da rodoviéria, pelo menos
em um dos momentos (Tabela 4). Observa-se predominio de adenovirus em todas

as amostras estudadas.
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Figura 7. Abundancia relativa dos principais taxons microbianos do filo Bacteroidetes
detectados nas amostras de esgoto sanitario do Aeroporto Carlos Drummond de
Andrade e do Terminal Rodoviario Governador Israel Pinheiro.
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Figura 8. Abundancia relativa dos principais taxons microbianos do filo

Proteobacteria detectados nas amostras de esgoto sanitario do Aeroporto Carlos
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Figura 9. Abundancia relativa dos principais taxons microbianos do filo
Actinobacteria detectados nas amostras de esgoto sanitario do Aeroporto Carlos
Drummond de Andrade e do Terminal Rodoviario Governador Israel Pinheiro.
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Tabela 3. Alfa diversidade biologica do esgoto sanitario do Aeroporto Carlos
Drummond de Andrade e do Terminal Rodoviario Governador Israel Pinheiro avaliada
pelos indices de Chaol, ACE, Shannon, Simpson.

Amostra Chaol ACE Shannon Simpson
AN? 1157,9166 1172,0943 4,9465 0,9836
AA? 1323,0740 1329,6852 4,5325 0,9379
RN3 1308,7821 1333,1519 4,6157 0,9688
RA* 1280,5796 1287,3423 4,8396 0,9730

AN?, aeroporto em dia de circulagdo normal de pessoas; AA?, aeroporto em dia de circulacéo
aumentada de pessoas; RN3, rodoviaria em dia de circulacdo normal de pessoas; RA?,

rodoviaria em dia de circulagdo aumentada de pessoas



Figura 10. Alfa diversidade biolégica do esgoto sanitario do Aeroporto Carlos
Drummond de Andrade e do Terminal Rodoviario Governador Israel Pinheiro
avaliada pelos indices de Chaol, ACE, Shannon, Simpson.
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Figura 11. Beta diversidade entre as amostras esgoto sanitario do Aeroporto Carlos
Drummond de Andrade e do Terminal Rodoviario Governador Israel Pinheiro.
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Figura 12. A figura ilustra o nimero de OTUs dos principais patégenos nas amostras
de esgoto sanitério do Aeroporto Carlos Drummond de Andrade e do Terminal
Rodoviario Governador Israel Pinheiro.
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Tabela 4. Quantificacdo de virus entéricos nas amostras de esgoto sanitario do
Aeroporto Carlos Drummond de Andrade e do Terminal Rodoviario Governador Israel

Pinheiro.

Amostra RVA® HAV® HEV’ EVE HADV?®
RN? 2,12E+04 ND?0 ND ND 3,00E+06
RA? 2,10E+04 3,00E+04 2,30E+05 2,30E+04 2,10E+06
AN3 8,00E+04 9,00E+05 9,00E+05 3,40E+05 2,00E+06
AA4 2,30E+05 2,90E+04 ND ND 8,00E+06

1 aeroporto em dia de circulagdo normal de pessoas; 2, aeroporto em dia de circulagédo
aumentada de pessoas; 3, rodoviaria em dia de circulagdo normal de pessoas; 4, rodoviaria
em dia de circulagdo aumentada de pessoas; °, rotavirus; °, virus da hepatite A; ’, virus da

hepatite E; 8, enterovirus totais; °, adenovirus; 1°, ndo detectado.
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6 DISCUSSAO

Uma das grandes questdes que rodeiam o universo cientifico perpassa pela
compreensao do impacto causado pelas comunidades microbianas no ecossistema.
Basicamente, deseja-se saber quais 0os microrganismos estao relacionados a um
evento, onde podem ser encontrados e qual é a sua acdo nessas situacfes. Na
maioria dos ambientes, ha comunidades extremamente complexas que, em parte, sao
definidas pelos fatores abibticos, como também pelas interacdes que ocorrem entre
0s organismos. Essas interagBes reciprocas criam determinadas condi¢cdes nos
habitats, que variam de insustentaveis a favoraveis, dependendo do fithess de cada
organismo (FINLAY; MABERLY; COOPER, 1997). Nesse contexto, a caracterizacao
dos fatores fisico-quimicos dos ambientes microbianos € relevante para a
compreensao de parte dos elementos responsaveis por determinar o predominio de

determinados microrganismos em relacao a outros.

6.1 FATORES FiSICO-QUIMICOS

Nesta oportunidade, foram avaliadas amostras de esgoto sanitario do
Aeroporto Carlos Drummond de Andrade e do Terminal Rodoviario Governador Israel
Pinheiro obtidas em dois momentos diferentes, uma em dia de circulagdo normal de
pessoas e outra em dia de movimento aumentado. Os valores de pH das amostras
AN e RN foram bem semelhantes e muito proximos do neutro. Nos dias de circulacéo
de pessoas aumentada, observou-se elevacdo do pH, em especial, no aeroporto, que
atingiu 7,8. Lusk et al. (2016) demonstraram que o pH ideal para alguns
microrganismos se estabelecerem e formarem biofilmes € em torno de 8. Entretanto,
o pH ideal para a multiplicacdo dos principais patdogenos transmitidos por alimentos e
agua é em torno de 6,5 a 7,5 (FDA, 2016). A faixa de pH observada, 7,1 a 7,8, é

adequada para grande parte das bactérias.

A concentracao de nitrito de todas as amostras foi a mesma, mas, os niveis de
nitrato em dias de movimento aumentado no aeroporto e na rodoviaria foram quase o
dobro daqueles detectados em dias de circulagdo normal de pessoas. Waiser, Tumber
e Holm (2010) demonstraram que a liberacdo de concentracdes elevadas de nitrato
na natureza esta vinculada a crescente urbanizacdo, a producédo de esgoto sanitario

em grandes quantidades e ao insucesso na total eliminagdo do composto.
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Os parametros pH, nitrito e nitrato das amostras tanto do aeroporto como da
rodoviaria estavam dentro dos valores de referéncia relatados na COPAM/CERH-MG
n° 01/08 para liberagdo de efluentes em corpos d’agua, mesmo sendo coletadas de
esgoto sanitério. J4 os valores de DBOt e DQOt correspondem aqueles considerados
caracteristicos de fontes poluidoras. Como 0 esgoto sanitario desses ambientes é
destinado as ETEsS municipais, ndo ha problema, nesse momento, em relacdo aos

parametros mencionados.

Resultados inversos foram obtidos para ST, quando dias de circulacdo normal
e aumentada de pessoas nos dois locais de coleta foram comparados. Com o0 aumento
do movimento, a concentracdo de ST praticamente triplicou no aeroporto e, na
rodoviaria, foi cerca de 1/5 daquela observada na amostra RN. Também as
concentracfes de SST elevaram-se com 0 movimento maior no aeroporto, chegando
a um valor de cerca de oito vezes maior que aquela da amostra AN e, na rodoviaria,
a amostra RN apresentou concentracdo equivalente a perto de trés vezes aquela
detectada em RA.

Seria plausivel esperar concentracfes mais elevadas desses parametros em
amostras nas quais houvesse maiores quantidades de microrganismos, visto que eles
podem interagir com a matéria organica de diferentes maneiras. Entretanto, esta ndo
foi aregra. Apenas narodoviaria, o numero de OTUs foi maior na amostra com valores

superiores de ST e SST.

No que se refere a fosfato, concentragdes mais elevadas foram observadas

com o aumento da circulacdo de pessoa no aeroporto e na rodoviaria.

As espécies biologicas que compde um determinado ambiente, bem como
as relacdes que estabelecem entre si e com os fatores abidticos auxiliam no
estabelecimento e manutencéo dos organismos em um determinado espaco. Nesse
sentido, a biodiversidade pode ser compreendida como a variabilidade entre os
organismos que habitam um determinado local no tempo e no espaco, formando os
complexos ecoldgicos dos quais fardo parte (CHANDRA,; IDRISOVA, 2011).
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Os microrganismos que compde o microbioma humano séo considerados a
chave para a compreensao de diversas situacdes de saude e doenca. Alteracdes na
composicdo das comunidades microbianas estdo associados a génese de diversos
quadros clinicos, de natureza infecciosa ou ndo. E importante lembrar que alguns
estudos ja comprovaram que a dieta praticada pelo individuo influencia na composicao
das comunidades microbianas do trato intestinal. Esta situacédo € um claro exemplo
de como os fatores culturais podem afetar a composi¢cdo do microbioma humano
(HEIMAN; GREENWAY, 2016).

O ambiente de esgoto de dois locais distintos, mas que recebem pessoas de
diversas regides retne as condi¢des para explorar a diversidade microbioldgica e o0s
possiveis perigos microbianos associados. Eventualmente, os patégenos que residem
nos sistemas de esgoto podem atingir o solo, os lencais freaticos, a bacia hidrografica
e contaminar todos esses recursos. Por isso, € extremamente importante que a rede

coletora de residuos esteja operando em condi¢cfes adequadas.

Como esperado, uma grande variedade de microrganismo foi observada nas
amostras de esgoto estudadas. Detectou-se grande predominio de Bacteria em
relacdo a Archaea. Zhang et al. (2015), em 200 dias de monitoramento de reatores
biol6gicos, ndo encontraram Archaea. Entretanto, Liu et al. (2016) encontraram mais
de 15 géneros pertencentes a este dominio em situacao similar. Cardoso et al. (2012)

relataram Archaea como um dos principais taxons presentes na Baia de Guanabara.

Na presente investigacao, as classes Clostridia e Bacteroidia apresentaram
maior abundancia relativa em todas as amostras analisadas. Diferentemente,
Kaevska, Videnska e Vasickova (2015) demonstraram, em afluente de ETE,
predominio de Epsilonproteobacteria e Gammaproteobacteria, as classes
Alfaproteobacteria e Betaproteobacteria estiveram presentes em baixa abundéancia.

No que se refere a géneros microbianos, neste estudo, 10 géneros
constituiram cerca de 50% da comunidade de Bacteria e Archaea dos esgotos
sanitarios do aeroporto e da rodoviaria. Embora os dados ndo tenham sido analisados
do ponto de vista estatistico, observou-se predominio de Prevotella (entre 10,9 e

22,9%) em todas as amostras, exceto AN. De acordo com Sherrard et al. (2013), a
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bactéria € membro da microbiota indigena do ser humano, colonizando diversos sitios

anatébmicos, como trato respiratério, vagina e intestino.

Ja em estudo conduzido por Cai, Ju e Zhang (2013), Streptococcus foi o
género com maior abundancia relativa (13,1%) em afluente de esgoto. Esse
microrganismo € encontrado em concentracfes elevadas na cavidade oral e pequena
abundancia no intestino. Nesse mesmo estudo, os autores identificaram outros
géneros dominantes, como Blautia (8,9%), que pertence a microbiota intestinal, e
Paracoccus (7,3%) que usualmente ndo é encontrado no esgoto sanitario. Na
presente investigacao, Blautia e Streptococcus também foram detectados entre os 10

géneros mais abundantes.

Bacteroides e Enterobacteriaceae, membros da microbiota intestinal
indigena do ser humano (LLOYD-PRICE; ABU-ALI; HUTTENHOWER, 2016), também

foram identificados entre os 10 tAxons mais abundantes, como esperado.

O filo Firmicutes apresentou a maior abundancia relativa, sempre superior a
35%, em todas as amostras de esgoto. Em estudo conduzido por Cai e colaboradores
(2013), que estudou afluentes de ETE, Firmicutes também foi o filo mais abundante
(54%).

Bacteroidetes representou o segundo filo mais abundante nas amostras AN
e AA. Ambos, Firmicutes e Bacteroidetes, sdo os filos predominantes no ambiente
intestinal humano, o que explica os achados desta investigacdo. Cai e colaboradores

(2013) relataram abundancia relativa do filo de apenas 2% em afluentes de ETE.

Nas amostras de esgoto sanitario da rodoviaria, o segundo filo com maior
abundancia relativa foi Proteobacteria, tanto na amostra RN (cerca de 30%) como na
amostra RA (cerca de 20%). Os dados corroboram aqueles relatados por Cai et al.
(2013), que observaram, em amostras de afluente de ETE, abundéancia relativa do filo
de 34%. Em estudo realizado na Baia de Guanabara, Cardoso et al. (2012) relataram

Proteobacteria um dos principais taxons presentes.

Os indices empregados para avaliacdo de alfa diversidade demonstraram
gue as amostras sao relativamente semelhantes quanto a alta riqueza e diversidade,

tanto no que se refere ao ambiente, aeroporto e rodoviaria, como em momento da
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coleta (movimento normal e aumentado). Entretanto, a analise de beta diversidade

mostra que as estruturas das comunidades ndo se assemelham entre si.

Bactérias do género Aeromonas séo agentes de doenca diarreica aguda. Em
paises desenvolvidos, os indices de diarreia associada ao microrganismo variam de
0,0 a 4,0% e de 0,8 a 7,4%, em paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
respectivamente. Em estudo conduzido em Taiwan, amostras de fezes de 514 adultos
com diarreia foram avaliadas e Aeromonas foi identificada como agente da doenca
em cerca de 3% dos casos. Ja na China, em estudo que incluiu 4.529 amostras de
fezes de pacientes com diarreia e 540 amostras de agua, o microrganismo foi
identificado em cerca de 4% dos espécimes fecais e 12% das amostras de dgua. No
Japao, calcula-se que cerca de 2% dos casos de diarreia dos viajantes que acometem
turistas nipénicos em viagem & Africa, América Latina e Asia sejam causadas por essa
bactéria. No sul do Brasil, a presenca de Aeromonas, em especial, Aeromonas caviae,
foi confirmada em 2,7% dos casos de diarreia (PREDIGER et al., 2012, IGBINOSA et
al., 2012, CHEN et al., 2015, Ll et al., 2015, LI et al., 2015).

No presente estudo, a abundéancia relativa de Aeromonas foi inferior a 0,1%
no aeroporto e na amostra RA. Apenas na amostra RN o valor foi cerca de 1,5%. Em
estudo conduzido por Shannon et al. (2007), que avaliou amostras de esgoto bruto e
apos tratamento, Aeromonas hydrophila foi identificada somente no esgoto bruto. Em
estudo conduzido por Ma et al. (2016), o género Aeromonas teve abundancia relativa

entre 0,9 e 3,6% em sistema de tratamento de efluentes.

O género Arcobacter vem sendo associado a etiopatogenia da doenca
diarreica. O microrganismo ja foi isolado da microbiota de animais saudaveis, como
gado, cavalos e porcos. Na india, 12% de 600 amostras bacterianas relacionadas a
doenca diarreica foram identificadas como Arcobacter (PATYAL et al., 2011). Relatos
sugerem que a doenca associada a Arcobacter butzleri ndo é tdo agressiva quanto a
relacionada a C. jejuni (GOLZ et al., 2016).

Nas amostras de esgoto sanitario do aeroporto, a abundancia relativa tanto
no dia de movimento normal como naquele de circulacdo aumentada de pessoas foi

de cerca de 0,4%. Na rodoviaria, os valores foram de, aproximadamente, 6 e 2%, nas
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amostras RN e RA. Os dados demonstram que o aumento do nimero de pessoas nao

resulta em aumento da abundancia relativa do microrganismo.

A circulacdo de Arcobacter em ETEs foi descrita por MA et al. (2016). Os
autores verificaram que a abundancia da bactéria nesses sistemas variou de 4,1 a
21,8% e a eficiéncia de remocao do microrganismo foi de 87%. Entretanto, ainda néo

foi demonstrada a sua circulagéo a partir do inicio de uma rede de esgoto bruto.

Os resultados indicam, ainda, uma diferenca consideravel entre os
ambientes coletados. Talvez ela ocorra devido a caracteristicas sociais e culturais das
pessoas que frequentam esses locais. A rodoviaria recebe, predominantemente,
pessoas do Brasil, inclusive, do interior de Minas Gerais, uma area que apresenta
intensa atividade pecuaria. Sabe-se que Arcobacter € observado com frequéncia em
animais como gado, frangos e porcos. Em estudo conduzido por Patyal et al. (2011),

cerca de 25% dos porcos e 12% dos frangos estavam colonizados pelo organismo.

N&o é possivel descartar completamente a possibilidade da presenca de
amostras de Arcobacter no esgoto ser decorrente dos processos de higienizacéo de
produtos carneos que serao servidos nos restaurantes da rodoviaria ou do aeroporto.
Em estudo conduzido por Teague et al. (2010), os autores demonstraram a presenca
de Arcobacter em refeicbes prontas para consumo em 13% das amostras
pesquisadas. Para o preparo das refei¢cdes, € comum sanitizar vegetais, lavar a carne
de frango, cortar a carne de porco na pia e a agua utilizada na maioria desses
processos para enxaguar os diferentes alimentos. Sendo assim, caso haja
contaminacgdo do alimento, ela poderia carrear esses microrganismos para 0 esgoto

sanitario.

Em resumo, a identificagdo de Arcobarcter no ambiente de esgoto sanitario
pode ser explicada por, pelo menos, trés hipoteses, quais sejam, a circulacdo de
individuos com doenca diarreica, a presenca de portadores assintomaticos e a
higienizacdo de alimentos contaminados pelo organismo. Todas as situacdes
requerem atencgdo, quer seja individuos doentes ou com potencial para desenvolver o
quadro diarreico, cuja importancia € 6bvia, quer seja a possibilidade de que estes
individuos atuem como fontes de contaminacdo potenciais. Ainda, caso seja um

problema de contaminagcédo alimentar, este €, também, um problema sanitario de
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grandes propor¢des, uma vez que, atualmente, ndo ha politicas de vigilancia sanitaria
ou de identificacdo de agentes responsaveis por causar DTAs, em Minas Gerais, que
objetivem saber os impactos desse patdégeno emergente nos alimentos consumidos

pela populagéo do Estado.

Os microrganismos que pertencem a familia Enterobacteriaceae colonizam
0 intestino de animais endotérmicos. Atualmente, séo reconhecidos mais de 50
géneros descritos com centenas de espécies. Essas bactérias apresentam
importancia para a economia, para a industria de alimentos e para a saude publica.
Embora boa parte desses organismos seja relacionada a hospedeiros saudaveis, ha
alguns géneros/espécies associados a uma ampla diversidade de doencas bastante
prevalentes que afetam o ser humano. Entre elas, destaca-se a doencga diarreica
(KILONZO-NTHENGE; ROTICH; NAHASHON, 2013; LLOYD-PRICE; ABU-ALI;
HUTTENHOWER, 2016).

No grupo enteropatogénico de enterobactérias, merecem ser citadas E. coli,
Shigella, S. enterica e Yersinia. Em trabalho realizado por Kumar (2016), os autores
isolaram de afluente de esgoto 16 taxons da familia Enterobacteriaceae. Entre eles,

destacaram-se Salmonella, Shigella e Yersinia.

No que se refere a Yersinia enterocolitica, no Brasil, apesar de alguns
trabalhos demonstram o isolamento do microrganismo, ainda nao ha dados
epidemioldgicos consistentes a este respeito. Muito provavelmente pelo dificil
isolamento do patégeno associado as subnotificacdes (LA et al., 2014). Estima-se que
a bactéria seja responsavel por mais de 110.000 casos nos EUA, em especial, em
criangas menores que cinco anos (47%) e 1 ano (32%) e nos ultimos anos houve
amplo declinio na incidéncia desse microrganismo como causador de DTAs nos EUA
(ONG et al., 2012)

No presente estudo, como esperado, foi possivel a deteccdo de OTUs
referentes a familia Enterobacteriaceae em ambos os ambientes. No aeroporto, a
abundancia relativa do grupo foi proxima de 2,5 e 1,5%, nas amostras AN e AA,
respectivamente e, na rodoviaria, a taxa foi préxima de 4,4 na amostra RN e 5,5% em
RA. Entretanto, ndo foi possivel a identificacdo de OTUs correspondentes a grupos

especificos de enterobactérias. Considerando o fato de que diversas enterobactérias
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sao parte da microbiota indigena do ser humano e que a metodologia empregada s6

permitiu a identificacdo no nivel de familia, a discusséo do tema fica comprometida.

Embora reconhecidos como agentes diarreiogénicos relevantes,
Campylobacter, Vibrio e Leptospira ndo foram detectados nas amostras estudadas.
De acordo com KAAKOUSH et al. (2015), na América do Sul, o organismo é detectado
em taxas que podem atingir as taxas superiores a 30% em pacientes com doenca
diarreica aguda. As frequéncias reportadas pelos autores séo de 0,0 a 30,1% para a
Argentina, 4,4 a 10,0% para a Bolivia, 0,0 a 14% para o Chile, 0,0 a 13% para o
Uruguai e de 0,0 a 23% para o Peru e o Equador No Brasil, foram encontrados niveis
de 5,8 a 9,6%. Segundo Bonetta et al. (2016), 83% das amostras de esgotos sanitarios
sao positivas para C. jejuni. Ainda assim, no presente estudo, 0 organismo nao pode

ser observado.

No que se refere a V. cholerae, as estimativas sédo de 1,4 a 4,3 milhdes de
caso a anualmente, resultando em 28.000 a 142.000 mortes. No Brasil, a sétima
pandemia de cdlera iniciou-se em 1991, com 0s primeiros casos ocorrendo na
Amazobnia. Entre os anos de 1991 e 2001, ocorreram 168.598 confirmacfes da doenca
no Pais, com 2.037 mortes. J& entre 2001 e 2003, ocorreram 4.756 casos notificados
e sete 6bitos (BHATTACHARYA et al., 2013).

Considerando a associacdo entre 0 microrganismo e agua salgada, a
deteccdo em Minas Gerais seria menos provavel. Entretanto, levando em conta a
diversidade de origem das pessoas que circulam pelos ambientes estudados, sua
identificacdo seria esperada. No Estado do Rio de Janeiro, entre os meses de outubro
de 2011 e fevereiro de 2012, ocorreu 0 monitoramento de 251 navios e 14 amostras

do organismo foram isoladas (SILVA et al., 2016).

Referente a Leptospira, anualmente, ha cerca de um milhdo de casos de
leptospirose, associados a quase 60.000 obitos mundialmente. No Brasil, entre os
anos 1999 e 2005, 81.897 casos suspeitos de leptospirose foram notificados, 22.774
foram confirmados e, entre eles, 2.574 evoluiram para 6bito (SOUZA et al., 2011,
ALLAN et al., 2015, COSTA et al., 2015).
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6.3 PESQUISA DE VIRUS ENTERICOS

Diversos virus estdo associados a doencas transmitidas por agua. Entre eles,
destacamos, neste estudo, adenovirus, virus das hepatites A e E, enterovirus e
rotavirus. Todos eles puderam ser detectados nas amostras de esgoto sanitario do

aeroporto e da rodoviaria, em, pelo menos, um dos momentos.

Os adenovirus representam um importante patégeno, cujo grupo
epidemioldgico de interesse sdo criancas menores de 2 anos. Recentemente, em
estudo conduzido no Ird, das 827 amostras de fezes de criancas com doencas
diarreicas, 76 (9%) apresentaram esse organismo como agente etiolégico da
enfermidade (MOTAMEDIFAR et al., 2013). Nos EUA, em estudo conduzido na cidade
de Utah, foi identificado algum patdégeno em 52% das amostras, sendo adenovirus, o
agente em 7% dos eventos (STOCKMANN et al., 2016). No Brasil, os estudos ja
realizados demonstram que a participacdo de adenovirus nas doencas diarreicas é
em torno de 12% (REIS et al., 2016).

A contaminacdo de ambientes aquaticos por microrganismos potencialmente
patogénicos é um problema enfrentado por paises em desenvolvimento e paises
desenvolvidos. Em trabalho de monitoramento de aguas recreacionais, Wyn-jones et
al. (2011) demonstraram que o0s adenovirus estavam presentes em 36,4% das
amostras estudadas. Os autores hipotetizaram que a alta frequéncia de deteccao
desses virus devia-se ao fato da liberacdo intermitente do organismo em fezes
humanas. Os resultados da presente investigacdo corroboram, esta hip6tese, uma

vez adenovirus foram identificados em todas as amostras estudadas.

Por serem excretados intermitentemente nas fezes de seres humanos doentes
ou saudaveis, apresentarem resisténcia elevada a diferentes condi¢cbes ambientais,
resistirem aos processos de tratamento de esgoto e apresentarem alta incidéncia em
aguas recreacionais, os adenovirus podem ser considerados um problema de saude
ambiental e, consequentemente, de salde publica, uma vez que a sua remocao total
nos sistemas de tratamento de esgoto ainda néo foi demonstrada experimentalmente
(MAGRI et al., 2015)

As hepatites virais sdo um problema global e atingem, principalmente, os

paises que apresentam baixa qualidade sanitaria e mas condi¢des de higiene, devido
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a rota de transmissao de alguns tipos da doenca. As taxas de detecc¢ao de individuos
gue apresentam reacao positiva para anticorpos contra o virus da hepatite A podem
chegar a cerca de 90%, como em Cordoba, Argentina (YANEZ et al., 2014). No Brasil,
as taxas mais elevadas de infeccdo pelo virus estdo associadas a areas que
apresentam deficiéncia na captacdo e tratamento dos esgotos sanitarios. Entre os
anos 2007 e 2013, cerca de 50.000 casos da doenca foram relatados (PRADO;
MIAGOSTOVICH, 2014).

Na presente investigacdo, o HAV foi detectado em todas as amostras, exceto
na amostra RN. Contudo, ndo é possivel afirmar que elas ndo continham os referidos

virus, pois o limite de deteccdo da técnica empregada foi estabelecido em 103 CGI/L.

Na amostra RA, foi observada a presenca de 3,0 x 10* CG/L de HAV. As
amostras do esgoto sanitario do aeroporto indicaram presenca de 10% a 10° CG de
HAV/L, sem relagdo aparente com a circulacdo de pessoas. De acordo com Bosch
(1998), um individuo doente elimina entre entre 107 e 10*3 particulas virais por dia.
Assim, espera-se que 0 aumento da circulacdo de pessoas aumente as chances de
deteccdo do virus. Para Hellmer et al. (2014), a analise do esgoto pode ser um

importante parametro para estimar o nimero de pessoas infectadas pelo HAV.

Em estudo conduzido por Fernandez et al. (2012), HAV foi detectado no rio La
Plata, que recebe esgoto ndo tratado de Buenos Aires e seu entorno, e Riachuelo-
Arenales, Lujan, que recebe efluente do sistema de tratamento de esgoto. Ja em outro
estudo, Yanez et al. (2014) demonstraram que o virus da hepatite A estava presente

em cerca de 20% das amostras de esgoto bruto e de 16% das amostras de rios.

Vale ressaltar que, desde o inicio dos anos 1990, ha, no Brasil, uma vacina
disponivel contra a Hepatite A, considerada efetiva e segura. Ela € disponibilizada
pelo SUS somente para grupos epidemiolégicos de risco (SARTORI et al., 2012). Em
Lujan, Fernandez et al. (2012) demonstraram que, apos a introducédo da vacina, em
2005, a circulagdo ambiental dos virus diminuiu de 93% para 0% em 2012.

Considerando as caracteristicas bioldgicas do adenovirus e do virus da hepatite
A, quais sejam, eliminacdo pelas fezes, resisténcia as pressbes ambientais e ao
sistema de tratamento de esgotos, longa persisténcia em suprimentos de agua e

resisténcia moderada ao cloro (EMILIANO; ANDRE, 2012), é tentador sugerir o
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emprego dos organismos como indicadores de qualidade de agua para consumo

humano ou para recreacéo.

A hepatite E apresenta taxas elevadas de morbidade e mortalidade ao redor do
mundo. S&o relatados mais de 3,4 milhdes de casos sintomaticos, 70.000 mortes e
3.000 natimortos anualmente. Em paises desenvolvidos, estima-se que a taxa de
prevaléncia de individuos positivos para anti-HEV IgG situa-se entre 7 e 21%. A
hepatite E pode representar 50% das hepatites virais em locais endémicos. Apesar de
serem globalmente distribuidos, ha variacdo nas frequéncias de diferentes genétipos
e subtipos por regido (PEREZ-GRACIA; SUAY; MATEOS-LINDEMANN, 2014).

Na rodoviéria, nossos resultados sugerem que a circulacdo de pessoas teve
impacto na presenca do HEV no esgoto sanitario. Resultado inverso foi obtido para as
amostras do esgoto sanitario do aeroporto. Em estudo conduzido por MIURA et al.
(2016), 22% das amostras de aguas residuarias que chegavam para o tratamento
estavam contaminadas com o virus. Além disso, o estudo demonstrou que € possivel

verificar a permanéncia do organismo no esgoto por até 3 meses.

Os dados relativos ao Brasil, nesse aspecto, sdo escassos e, muitas vezes,
inexistentes. A partir dos dados demonstrados nesse estudo, mostra-se
necessario evidenciar os perfis dos genotipos virais a fim de responder se 0s virus
circulantes sédo provenientes de suinos ou outros animais, se BH esta situada em
area endémica para Hepatite E ou se ha surtos sazonais proporcionados por esses

virus.

Os enterovirus representam um grupo de virus que apresentam predisposicao
pelo sistema nervoso. Entre eles, os poliovirus, agentes da poliomielite, recebem
atencdo especial dos 6rgaos internacionais de saude. Desde os anos 2000 foram
estabelecidas as trés principais estratégias para erradicacdo da doenga provocada
por esse agente, quais sejam manutencdo da cobertura da vacinacdo infantil,
vacinacao suplementar através dos dias nacionais de imunizacao e desenvolvimento

de programas de vigilancia epidemiologica e ambiental (ALAM et al., 2014).

Como discutido para HEV, enterovirus foram detectados no esgoto sanitario da

rodoviaria apenas na amostra obtida em dia de circulagdo aumentada de pessoas.
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Mais uma vez, resultado inverso foi observado para o aeroporto, onde enterovirus

foram detectados apenas no dia de movimento normal de pessoas.

Os resultados relativos a detecgéo de enterovirus totais sdo preliminares em
relacéo a presenca de poliovirus, mas, devem ser tratados com especial atencéo. E
necessario que se avalie se as CGs observadas séo relacionadas a poliovirus e, caso

sejam, se correspondem a amostras selvagens ou vacinais.

Em estudo conduzido na China, Wang et al. (2014), em cinco anos de coletas,
detectaram, em 129 amostras de esgoto, poliovirus em 38,8% delas. Entretanto, todas
as amostras correspondiam a cepa vacinal. Os demais enterovirus foram identificados
em 75% das amostras. A vigilancia ambiental demonstra que a pesquisa continua dos
poliovirus em esgoto sanitario € uma importante ferramenta para protecao da saude
ambiental e avaliacdo das politicas publicas relacionadas a erradicacdo da
poliomielite. Exemplo dessa importancia é verificada por Derrough e Salekeen (2016)
gue demonstraram desde novos casos da doenca a identificacdo de Enterovirus C

selvagens em esgoto sanitario.

Os rotavirus séo responsaveis, no mundo, por cerca de 25 milh&es de consultas
ambulatoriais, dois milhdes de internacées e 500 mil mortes por ano. Em decorréncia
deste quadro, ha, hoje, a vacinacdo em massa de grupos populacionais especificos

em diversas localidades do planeta (CHANG et al., 2013).

No Brasil, h4 cerca de 10 anos, o governo inclui, no Calendario Basico de
Vacinacéo, a vacina contra a rotavirose, para criancas com idade inferior a cinco anos.
Os casos de hospitalizacdo diminuiram de 495 mil (2002-2005) para 389 mil (2006-
2009) e o numero de mortes por doencas diarreicas diminuiu 50,3% (GURGEL et al.,
2011).

No presente estudo, rotavirus foi detectado em todas as amostras estudadas,
em quantidades semelhantes. Em investigacdo conduzida por Ruggeri et al. (2014),
na ltalia, entre 58,3% e 82,1% das amostras de esgoto sanitario foram positivas para
algum genoétipo de rotavirus. O virus foi identificado durante todo o ano,
independentemente do relato de doenca associada a ele. Todas as cepas detectadas
eram vacinais. J4 em estudo de Motayo, Adeniji e Faneye (2016), na Nigéria, 14,2%

das amostras de esgoto sanitario foram positivas para rotavirus (cepa nao vacinal),
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com aumento da circulacdo no periodo de seca. Nas amostras de Ruggeri et al. (2014)
s6 foram identificadas cepas vacinais enquanto que nas de Motayo, Adeniji e Faneye

(2016) as cepas detetctadas ndo correspondiam a cepa vacinal.

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento em
larga escala (high-throughput sequencing) e da qPCR permitiu avaliar, inclusive do
ponto de vista quantitativo, a composi¢cdo de comunidades microbianas. Nesse
contexto, vém sendo empregadas para a identificacdo de patdgenos circulantes em
diversos ambientes, inclusive, em estacdes de tratamento de agua para 0 consumo
humano (MA et al., 2016).

A &gua, como recurso natural, € fundamental para o bem estar, o progresso e
a manutencao das diversas atividades humanas. Contudo, o seu mau gerenciamento
pode provocar sérios danos a saude. Um dos principais problemas relacionados a
agua é a sua poluicdo por dejetos humanos ou de outros animais (GIRONES et al.,
2010).

O esgoto doméstico é composto pela somatéria dos diversos microrganismos
que habitam a pele, o trato respiratorio, a cavidade oral, o trato urogenital e, em
especial, o intestino humano. Eles sdo depositados no ambiente, principalmente, por
meio dos atos de defecar, tomar banho ou urinar. Esse ambiente apresenta grande
guantidade de matéria organica e carga microbiana elevada. Por isso, caso ndo seja
tratado adequadamente, pode causar a contaminacdo de mananciais aquaticos ou
provocar efeitos ambientais catastroficos, como a eutrofizacédo de lagos ou rios (TANG
et al., 2016).

Apesar dos processos de tratamento de residuos descartados por seres
humanos serem capazes de remover, de forma eficiente, uma ampla gama de
microrganismos indesejaveis, o processo nao € 100% eficaz. Dessa forma, muitos
deles sdo lancados nos rios. Para identificacdo de possiveis contaminantes nos
cursos d’agua, séo utilizados bioindicadores, entre eles coliformes fecais (Escherichia
coli) e Enterococci. Entretanto, ha criticas em relagéo a utilizacdo destes parametros,
uma vez que ndo héa relacdo demonstrada entre a ocorréncia deles e de virus, cistos

de protozoarios ou outros patdégenos bacterianos. Nesse contexto, 0s mais variados
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meétodos de genética molecular podem ser utilizados para o0 monitoramento de virus e

bactérias de interesse para a saude publica (GIRONES et al., 2010).

Os virus apresentam sorotipos diferentes e, muitas vezes, uma espécie tem
varios subtipos ou genotipos distintos, distribuindo-se de maneira heterogénea no
ambiente. Vale ressaltar que, em determinadas regifes geograficas, existem quadros
endémicos para determinadas viroses, ou seja, 0s subtipos virais detectados nao sao,
necessariamente, 0os mesmos responsaveis pelo desenvolvimento de quadros
similares em outras regifes. Assim, pode néo ser possivel o estabelecimento de
relacdo epidemiologica (KAWAI et al.,, 2012). Além disso, ha a possibilidade de
recombinacdo genética, gerando novas estirpes, o que complica ainda mais a sua
prevencao (SALAMA et al., 2016).

As bactérias responsaveis por doencas em seres humanos também
apresentam ampla distribuicdo geografica, e, muitas vezes, algum sorogrupo ou

7

genotipo € endémico em uma regido. Ainda, a resisténcia bacteriana a drogas
antimicrobianas € uma realidade. Assim, além da disseminacdo de grupos
especificos, é importante lembrar da possibilidade de transferéncia de marcadores de
resisténcia entre amostras locais e daquelas introduzidas no ambiente por pessoas

de diferentes origens.

Considerando o contexto apresentado e associando-o com o0s resultados
originados deste estudo, parece adequado sugerir que seria desejavel que locais
publicos que recebem grande namero de pessoas de diferentes regides geogréficas,
como aeroportos e rodoviaria, deveriam ter o seu proprio sistema de tratamento de
efluentes, uma vez que, devido a essa diversidade populacional, podem carregar
subtipos microbianos exogenos, virais ou bacterianos, além de genes associados a

patogenicidade e resisténcia a drogas antimicrobianas.

As bactérias exodgenas, ao serem introduzidas nas ETEs locais, podem sofrer
recombinacdo genética com 0s microrganismos regionais e, considerando que 0s
sistemas de tratamento de efluentes ndo sdo 100% eficazes, 0s organismos
recombinantes podem ser dispersados na natureza. Ja os diferentes subtipos virais
podem passar ilesos pelos processos de tratamento de esgoto e serem disseminados

no ambiente. Assim, um subtipo exdgeno pode infectar, a0 mesmo tempo que um



89

subtipo local, um hospedeiro e nele sofrer rearranjo genético originando uma nova
estirpe viral. Ambas as situacdes contribuem para a manutencdo de uma determinada
doenca emergente ou reemergente em uma regiao, bem como para o surgimento de

novos quadros.

O tratamento in situ do esgoto sanitario em aeroportos e rodoviarias minimizaria
0s problemas relatados, pois, ao diminuir a carga de microrganismos exogenos que
chegam as ETEs locais, haveria, consequentemente, uma maior efetividade na sua
eliminacdo. Assim, os impactos e desdobramentos decorrentes da presenca de

microrganismos exdgenos atingiria 0s menores niveis possiveis.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As doencas infecciosas precisam ser encaradas como uma agressao a toda a
sociedade. Quando um individuo adoece, os impactos desse acontecimento podem
ter reflexos em todo o coletivo, inclusive, dependendo da situacao, colocando em risco

a propria existéncia humana ou o modelo politico-econémico vivenciado.

Considerando a relevancia das doencas diarreicas em todo o mundo, é
necessario ndo apenas a ampliacdo de politicas voltadas para a vigilancia ambiental,
epidemioldgica e sanitaria, mas, também, a ado¢cdo de programas publicos que
objetivem orientar a populacdo, em especial, adotando habitos que minimizem as
chances de transmisséo fecal-oral, via de infeccdo da enterite aguda. Por parte da
populacao, é necessario aplicar tais conhecimentos e ter uma postura ativa frente a

esses problemas.

Nesse contexto, o conceito de Satde Unica, associado as novas tecnologias
de identificacdo microbiana, tém se mostrado fundamental na determinacdo de
perigos microbiolégicos de interesse publico. O monitoramento ambiental da
circulacdo de microrganismos € necessario para o controle de doencas e avaliacdo
da terapéutica empregada na sua erradicacao, pois, permite aos gestores de saude
publica, planejar as acdes de prevencdo da disseminacdo de doencas e buscar
melhores formas de enfrentar os impactos decorrentes das doencgas associadas a tais

patdégenos.

Aos laboratérios de microbiologia, direta ou indiretamente vinculados aos
servicos de saude e pesquisa, cabe continuar o monitoramento de tais
microrganismos e investigar novas situagdes de risco. Por isso, a capacidade técnica,
analitica, cientifica e tecnol6gica dos mesmos deve ser continuamente aprimorada,
uma vez que a velocidade com que as mudancas ocorrem € enorme e a ciéncia evolui
rapidamente. Para um resultado eficiente no combate a tais doencas, os desafios
modernos precisam ser encarados e conceitos estaticos ndo podem reger o

comportamento pessoal e profissional do ser humano.
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7 CONCLUSOES

Os dados gerados por esta investigacdo demonstram a grande diversidade
microbiana presente no esgoto sanitario, inclusive no que se refere a
microrganismos de relevancia para a saude publica. Nesse contexto, €
fundamental o monitoramento constante desse ambiente. As acfes de
monitoramento associadas ao contexto de Satde Unica podem auxiliar na prevencao
de doencas infecciosas, constituindo-se em importante ferramenta para subsidiar
acOes de politicas publicas que visem a protecdo, a promog¢ao e a recuperacao da

salde coletiva.
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Secretaria de Administragao Regional Municipal Centro Sul
Geréncia Regional do Terminal Rodoviario - GERTE-CS

PREFEITURA MUNICIPAL Praga Rio Branco 100, 3° Piso - Centro
CEP 30.111-050 BH/MG
%éf DE BELO HORIZONTE Telefone: (31)3277-4509 - Fax: 3277-4522 - rodovi@pbh.gov.br

Belo Horizonte, 09 de janeiro de 2016

SENHOR ANDRE FELIPE LEAL BERNARDES,

Informo que esta autorizada a realizagdo de coletas de amostras do esgoto do Terminal Rodoviario Governador

Israel Pinheiro para realizac@o de estudo académico.

Conforme combinado as datas serfo:
Conhecimento do local para logistica — 19/01/2016
Coletas —25/01/2016 as 7Th30 e 10/02/2016 as 10h.

Atenciosamente,

s
R N S O N (Y e
LEONARDO RODRIGUES

Assessor de Imprensa de Terminal Rodovidrio
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SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE DE MINAS GERAIS

SUB SECRETARIA DE VIGILANCIA E PROTEGAQ A SAUDE

SUPERINTENDENCIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, AMBIENTAL E SAUDE DO TRABALHADOR
DIRETORIA DE VIGILANCIA AMBIENTAL - SUB.VPS/SES-MG

Memo Circ. DVA/SVEAST/Sub.VPS - N° 028/2014.

Belo Horizonte, 14 de abril de 2014.

A Superintendéncia / Geréncia Regional de Satide - (Barbacena, Belo Horizonte, Coronel Fabriciano, Diamantina, Juiz de Fora
Montes Clares, Pouso Alegre. S&o Jodo Del Rei, Sete Lagoas, Uberaba, Uberlandia, e Varginha)

Assunto: Envia Nota Técnica N° 006/2014 — CVFRNB/DVA/SVEASTISUB.VPS/SES-MG juntamente com
a DIVISA/IOM/FUNED

AlIC coordenagio de epidemiologia.
Prezado(a) coordenador(a).

No intuito de alinhar as agbes do Monitoramento Ambiental da Célera em Minas Gerais para o ano
de 2014, segue anexa NOTA TECNICA N° 006/2014 CVFRNB/DVA/SVEAST/Sub.VPS/SES-MG elaborada
juntamente com a Divisdo de Vigilancia Sanitaria e Ambiental da FUNED que trata sobre os procedimentos,
bem como o crenograma anual para imersdo, coleta e envio de amostras 4 FUNED para a pesquisa de
Vibrio cholerae.

Considerando o evento de massa internacional do presente ano (Copa do Mundo - FIFA),
informamos que o ‘Monitoramento Ambiental da Colera, MG, 2014' ocorrera, excepcionalmente, em 30
(trinta) municipios mineiros ditos prioritarios para este evento, considerando o fluxo de migragéo,
hospedagem de turistas e delegagGes e Centros de Treinamento do Catalogo FIFA vigente; sendo
wentificadas amostras indicativas, a ampliagdo do monitoramento (frequéncia efou nimero de amostras)
sera avaliada junto 2 FUNED.

Coloccamo-nos a disposicao para quaisquer esclarecimentos

Atenciosamente,

I )

|
i/

AWV D Y, -
MarceI; Lenui(ne Ferraz Kléber Eduardo da Silva Baptista
Diretora de Vigilancia Ambiental Chefe da Divisdo-de Vigiléncia Sanitaria € Ambiental
SVEAST/SUB/VYPS/SES-MG Instituto Octavio Magalhdes/FUNED
Masp: 1 205600 8 MASP: 1.036.909-8
Anexos: l%?
E"‘--L-...l__.,____f FrP
« Nota Técnica N° 006/2014 - CVFRFIB-'DVNSVEAST.'SUB.UPSJ'SES-MGjuntarnenle com a DIVISA/IOM/FUNED. [?.2 N7 [
Assinature

Rodovia Prefeito Américo R. Gianatti - s/n®, Edificio Minas, 13°andar, Tel: {(31) 3916-0401 - Bairro Serra Verde BH/MG - CEP: 31.630.900
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SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE DE MINAS GERAIS

SUB SECRETARIA DE VIGILANCIA E PROTEGAO A SAUDE

SUPERINTENDENCIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, AMBIENTAL E SAUDE DO TRABALHADOR
DIRETORIA DE VIGILANCIA AMBIENTAL = SUB VPS/SES-MG

- Cronograma para o Monitoramento Ambiental da Célera, MG, 2014,

NOTA TECNICA N° 006/2014 - CVFRNB/DVA/SVEAST/SUB.VPS/SES-MG
juntamente com a DIVISA/IOM/FUNED
“MONITORAMENTO AMBIENTAL DA COLERA EM AGUAS RESIDUAIS, MG, 2014”

Belo Horizonte, 14 de abril de 2014.

1. A Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais (SES-MG), por meio da Diretoria de

- Vigilancia Ambiental (DVA/SES-MG) planeja ¢ cronograma de Monitoramento Ambiental da
Colera junto ao Laboratério de Aguas (LA/FUNED) e Servico de Gerenciamento de Amostras
(SGA/FUNED), que libera os insumos necessarios para coleta da amostra e realiza a analise
para pesquisa de Vibrio cholerae em aguas residuais (esgoto).

2.Torna-se necessaria a articulagao prévia entre a equipe técnica de Vigilancia em Saude
Ambiental regional e a Secretaria Municipal de Saude para execugdo do cronograma anexo
de forma a assegurar 0 monitoramento nos municipios prioritérios de Minas Gerais.

3. A equipe técnica de Vigilancia em Salde Ambiental regional deve programar previamente e
acompanhar, juntos aos municipios jurisdicionados, a execugdo dos procedimentos de

imersao, coleta e envio das amostras a FUNED conforme cronograma. Lembramos que o

descumprimento dos prazos determinados causam transtornos para a execucéo das analises

pelo Laboratdrioc de Aguas da FUNED. Assim sendo. salienta-se que o descumprimento do

cronograma __acarretard prejuizo (ndo realizacdo) da andlise de modo a evitar o

comprometimento do monitoramento dos demais municipios integrantes.

4. Orientacdes relacionadas a coleta de amostras em &gquas residuais (esgoto): Retirar o

plastico de protecdo e submergir a mecha de gaze (fornecida pela FUNED) em ponto(s)
estratégico(s) do(s) municipio(s) - conforme definicao no cronograma - por trés a cinco dias.
Recolher as amostras e acondiciona-las em sacos plasticos (regiao metropolitana de Belo
Horizonte) ou em frascos de boca larga contendo agua peptonada alcalina simples (ambos
fornecidos pela FUNED).

Rodovia Prefeitc Américo R. Glanetti - s/n®, Edificio Minas, 13"andar, Tel: (31) 3916-0401 - Bairro Serra Verde BHIMG — CEP: 31.630.900



5. Antes de serem enviadas a FUNED as amostras devem, impreterivelmente, ser

identificadas com o ponto (local) de coleta, municipio e data da coleta (recolhimento da

mecha). A identificacdo deve ser realizada no recipiente externo que acompanha a mecha

amostra). A auséncia _de identificacdo acarretara prejuizo (ndo realizacao) da analise. O

acondicionamento e transporte devem ser realizados sob refrigeracdo e nao devem
ultrapassar 12 horas, preferencialmente. As amostras provenientes de municipios sob
jurisdigao da SRS BH deverao ser previamente cadastradas no médulo ambiental do Sistema
Gerenciador do Ambiente Laboratorial (GAL).

6. Para encaminhamento @ FUNED, as amostras devem ser acompanhadas da Ficha de
Encaminhamento de Amostras devidamente preenchida (anexo).

7. Qualquer duvida ou esclarecimento alusivo devera ser direcionado aos enderegos
eletrénicos: aline.thomaz@saude.mg.gov.br; se.gva@saude.mg.gov.br (Ponto focal na DVA:

Aline Thomaz) e microagua@funed.mg.gov.br; sga@funed.mg.gov.br (Pontos Focais na
FUNED: Valéria Martins e Marcela Campos).

Atenciosamente,

) w
/7
Mavglz\lj_\ér)\‘én/e Ferraz Kléber Eduardo da Silva Baptista
Diretora de Vigilaricia Ambiental Chefe da Divisdo-de Vigilancia Sanitaria e Ambiental
SVEAST/SUB/VPS/SES-MG Instituto Octavio Magalhaes/FUNED
Masp: 1 205600 8 MASP: 1.036.909-8
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