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1. INTRODUCAO

Atualmente a preservacado do ambiente em que vivemos é um dos assuntos
mais discutidos a nivel mundial e entre os fatores ambientais que podem ocasionar
uma série de doencas estdo principalmente a poluicdo da agua e a precariedade
ou auséncia de sistemas de saneamento e abastecimento de agua. Segundo
Surabhi Singh (2024), pelo menos 204 espécies de virus que causam enfermidades
em humanos podem ser encontradas no esgoto. Dentre elas, destacam-se 0s virus
entéricos, grupo de virus que normalmente estdo presentes no trato
gastrointestinal, podendo causar doenca ou infeccdo assintomatica (WYN-JONES
& SELWOOD, 2001).

Nesse grupo de virus entéricos, esta presente o Norovirus (NoV) que é o
principal agente etioldgico causador de surtos de gastroenterites agudas em todo
0 mundo, com uma taxa de infec¢do estimada em 685 milh6es de casos a cada
ano (GUO, 2022). O norovirus pertence a familia Caliciviridae e ao género
Norovirus, que contém seis genogrupos (Gl a GVI), dos quais Gl, Gll e GIV infectam
humanos, sendo GlI o de maior importancia epidemiolégica por sua capacidade de
causar surtos.

O NoV ¢ altamente infeccioso e o periodo de incubacéo da doenca varia de
24 a 48 horas, porém o individuo pode eliminar o virus por semanas mesmo apos
a cura (MACCANNELL et al., 2011). Os sintomas agudos de febre, nduseas,
vomitos, dor epigastrica e diarreia duram cerca de 2 a 5 dias (SIEBENGA et al.,
2009). Considerando que as pessoas excretam o virus nas fezes e que ele pode
ser encontrado em efluentes néo tratados, a vigilancia de efluentes n&o tratados
torna-se uma importante ferramenta epidemiologica.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo evidenciar a deteccéo de
Norovirus GIl em amostras de efluentes urbanos no Rio Grande do Sul para
confirmar a presenca ou a auséncia do material genético viral em agua de esgoto
nao tratado.

2. METODOLOGIA

O Laborat6rio de Virologia do Instituto de Ciéncias Basicas de Saude (ICBS)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em conjunto com o Centro
Estadual de Vigilancia em Saude (CEVS) realizou a coleta de 22 amostras de
Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETE). As coletas foram realizadas na ETE
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Guarani (Capao da Canoa), ETE Santa Rosa, ETE Samae Tega (Caxias do Sul),
ETE Araucaria (Passo Fundo) e ETE Serraria (Porto Alegre).

As amostras foram previamente concentradas por ultracentrifugacéo
(GIRARDI et al., 2017). Resumidamente, as amostras de 4guas residuais (36 mL)
foram centrifugadas a 110.000 x g a 4°C por 1 hora. Em seguida, o pellet foi
ressuspendido em 4 mL de tampao glicina 0,25 N pH 9,5, transferido para um tubo
falcon de 15 mL e incubado por 30 minutos no gelo com agitag&o por vortex a cada
5 minutos. Foram adicionados 4 mL de solucao salina tamponada com fosfato (PBS
2X, pH 7,4), em seguida as amostras foram clarificadas a 3.000 x g por 20 minutos
para remocao de particulas em suspensao.

Os sobrenadantes foram coletados e ultracentrifugados a 110.000 x g a 4°C
por 1 hora. Em seguida, o pellet viral foi ressuspendido em 500 pL de tampédo PBS
1X, e as amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até a extracdo de
RNA. Foi realizada a extragdo de RNA através do Kit de Purificacdo de Acido
Nucleico Total Viral Maxwell e testes de RT-gPCR foram realizados utilizando os
primers e sondas desenhadas para o gene NSP (Non-Structural Polyprotein)
(KAGEYAMA, 2003).

A reacdo de RT-gPCR foi realizada com o kit AgPath One-Step RT-gPCR
(Thermofisher), e as condi¢des de termociclagem utilizadas foram: 15 minutos a 50
°C para a reacdo de transcricdo reversa, pré-aguecimento a 95 °C por 10 minutos,
seguido por 45 ciclos de amplificacdo de 15 segundos a 95 °C e 30 segundos a 55
°C. As amostras foram consideradas positivas quando o ciclo de quantificagao (CQ)
foi inferior a 40 ciclos, caso contrario, negativas (ou seja, sem detec¢do do RNA do
Norovirus na amostra).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Vinte e duas amostras de efluentes foram testadas por RT-gPCR para a
deteccdo de Norovirus GllI, sendo que 4 foram positivas e 19 negativas para a
presenca do RNA de Norovirus Gll. As estacfes de tratamento de esgoto (ETE)
gue apresentaram amostras positivas foram a Araucéria, Santa Maria e a Serraria.
O RNA de Norovirus GIll ndo foi detectado nas estacdes de tratamento Samae
Tega, Santa Rosa e Guarani.

O valor do ciclo de quantificagcdo (CQ) variou entre 33 e 37 o que indica uma
baixa circulacdo viral nas regides analisadas. Nenhum surto de Norovirus GlI foi
descrito nas regides durante o periodo das coletas, o que esta de acordo com 0s
resultados observados. Isto demonstra que a técnica aplicada tem potencial como
ferramenta de vigilancia epidemioldgica, visto que tem a capacidade de detectar
baixas concentracdes do RNA viral mesmo na auséncia de surtos, podendo ser
utilizada como uma ferramenta de alerta precoce para surtos.

4. CONCLUSOES

Com base nestes resultados, nossos achados confirmam a presenca do
Norovirus GllI nos efluentes urbanos em Passo Fundo, Santa Maria e Porto Alegre,
destacando a importancia da vigilancia continua e do monitoramento ambiental
como ferramentas essenciais para a deteccdo precoce e controle de surtos de
gastroenterite aguda.
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