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SAUDE

RESUMO

A disseminacédo viral em ambientes aqudticos é ampla e frequentemente supera a abundéncia bacteriana. No Brasil,
a avaliagéo da qualidade das dguas doces destinadas & recreacéo baseia-se em indicadores bacterianos, como os
coliformes termotolerantes, que apresentam baixa especificidade para contaminagéo humana e risco viral. A llha de
Caratateua, na Regido Metropolitana de Belém, Pard, é um balnedrio popular, porém marcado pela auséncia de
saneamento bdsico e pelo despejo direto de esgoto nas praias, o que eleva os riscos a satde publica. OBJETIVO:
Avaliar a diversidade viral e microbiana da Praia do Amor, localizada na Ilha de Caratateua, Distrito de Outeiro,
Para, durante um perfodo de monitoramento mensal, entre outubro de 2023 e setembro de 2024. MATERIAIS E
METODOS: Foram realizadas coletas mensais entre outubro de 2023 e setembro de 2024. A deteccdo viral foi
conduzida por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), e a caracterizacdo metagenédmica, por sequenciamento de nova
geracdo. RESULTADOS: Detectou-se CrAssfago em 91,6% das amostras, rotavirus em 41,6%, e astrovirus e adenovirus
em 8,3%. A andlise do microbioma revelou 13 familias virais, com destaque para Kyanoviridae, Straboviridae e
Autographviridae, e 521 familias bacterianas, sendo Vibrionaceae, Microbacteriaceae e Pseudomonadaceae as mais
prevalentes. CONCLUSAO: Os resultados indicam expressiva contaminacéo fecal de origem humana nas dguas da
Praia do Amor, evidenciando a necessidade urgente de melhorias no saneamento bésico dos arredores para proteger
a satde publica e o ecossistema local.

Palavras-chave: Metagenémica; Viroma; Doencas Transmitidas pela Agua; Ecossistema Amazénico.

ABSTRACT

Viral dissemination in aquatic environments is extensive and often exceeds bacterial abundance. In Brazil, the assessment
of the quality of freshwater used for recreation is based on bacterial indicators, such as thermotolerant coliforms,
which show low specificity for human contamination and viral risk. Caratateua Island, located in the Metropolitan
Region of Belém, Pard, is a popular bathing area but is marked by the absence of basic sanitation and the direct
discharge of sewage into beaches, increasing public health risks. OBJECTIVE: To evaluate the viral and microbial
diversity of Praia do Amor Beach, located on Caratateua Island, Outeiro District, Pard, during a monthly monitoring
period between October 2023 and September 2024. MATERIALS AND METHODS: Monthly sampling was conducted
between October 2023 and September 2024. Viral detection was performed by polymerase chain reaction (PCR), and
metagenomic characterization was carried out by next-generation sequencing. RESULTS: CrAssphage was detected
in 91.6% of samples, rotavirus in 41.6%, and astrovirus and adenovirus in 8.3%. Microbiome analysis revealed 13
viral families, mainly Kyanoviridae, Straboviridae, and Autographviridae, and 521 bacterial families, with Vibrionaceae,
Microbacteriaceae, and Pseudomonadaceae being the most prevalent. CONCLUSION: The results indicate significant
fecal contamination of human origin in the waters of Praia do Amor Beach, highlighting the urgent need for improved
sanitation in the surrounding area to protect public health and the local ecosystem.

Keywords: Metagenomics; Virome; Waterborne Diseases; Amazonian Ecosystem.

Nota: O presente estudo é oriundo do Projeto de Iniciacdo Cientifica (PIBIC/IEC/CNPq) e do Trabalho de Concluséo de Curso da biomédica Carolina Costa Monteiro,
intitulado "Investigacéo viral em amostras de dgua de praia da Ilha de Caratateua, Distrito de Outeiro, Pard", sob orientacdo do Prof. Jones A. M. Siqueira. O trabalho
foi defendido e aprovado em setembro de 2025, durante o XXX Semindrio do PIBIC IEC/CENP e na Faculdade de Biomedicina do Centro Universitdrio Metropolitano da
Amazénia (UNIFAMAZ).

Correspondéncia / Correspondence:

Jones Anderson Monteiro Siqueira

Instituto Evandro Chagas (SVSA/MS), Secéo de Virologia, Laboratério de Virologia Ambiental.
Rodovia BR-316, km 7, s/n, CEP: 67030-000. Bairro: Levilandia — Ananindeua, Pard, Brasil.
E-mail: jonessiqueira@iec.gov.br

1/14


https://orcid.org/0009-0006-8926-0280
https://orcid.org/0009-0008-6998-4032
https://orcid.org/0000-0002-1153-5508
https://orcid.org/0000-0002-1007-9328
https://orcid.org/0000-0001-7436-8340
https://orcid.org/0000-0001-9509-4019
https://orcid.org/0000-0001-8342-3479
https://orcid.org/0000-0002-6491-6590
mailto:jonessiqueira@iec.gov.br

INTRODUCAO

A disseminacéo de virus em ambientes aqudticos
¢ ampla e diversificada, e seu elevado potencial de
contaminagéo tem sido descrito como superior aos
niveis de abundéncia de populagées bacterianas'. No
Brasil, a avaliacdo da qualidade de matrizes de égua
doce de classe 2, destinadas & recreacéo de contato
primédrio, é regulamentada pela Resolucgo CONAMA
n® 357, de 17 de marco de 2005, enquanto a
normatizagéo da balneabilidade de corpos hidricos é
estabelecida pela Resoluggo CONAMA n°® 274, de 29
de novembro de 2000, baseada exclusivamente na
presenca de coliformes termotolerantes??. Entretanto,
esses indicadores apresentam baixa especificidade para
identificar contaminacdo de origem humana e limitada
correlagcdo com o risco de exposicGio a agentes virais
nocivos a satde®.

A llha de Caratateua constitui uma importante

regiGo balnedria, especialmente devido & sua
proximidade com o centro da capital paraense,
gerando impactos positivos para a economia

local. Contudo, observa-se a presenca de numerosas
galerias de esgoto ao longo de sua costa, o que
pode resultar em elevados indices de contaminacéo
provenientes do lancamento de dejetos nas dguas
das praias. Tal cendrio representa risco & satde da
populacdo que utiliza essas dguas para atividades
recreativas ou de consumo, uma vez que o despejo
de esgoto é uma das principais fontes de poluicdo de
ambientes aqudticos>?.

De acordo com o Instituto Trata Brasil’, a cidade
de Belém, estado do Pard, apresenta um quadro
alarmante em relacéo ao saneamento bdsico e ao
tratamento de esgoto. O levantamento aponta que
80,1% da populagéo belenense ndo dispde de coleta
de esgoto, sendo que apenas 2,4% tém acesso a esse
servico. Em 2022, foram registradas 1.244 internagdes
e seis 6bitos diretamente relacionados a doencas de
veiculacdo hidrica, evidenciando as condicées precdrias
de esgotamento sanitério na regido’.

Esse cendrio reflete o realidade observada
na Regido Amazénica como um todo. Dados
disponibilizados pelo Governo Federal, por meio do
Sistema Nacional de Informacées sobre Saneamento
(SNIS), indicam que, em 2022, apenas 14,7% da
populacdo total da Regido Norte possuia cobertura
por redes de esgoto e 64,2% apresentavam tratamento
adequado de d&guas residuais. Esses valores sdo
consideravelmente inferiores & média nacional de 56%
e 84,9%, respectivamente, o que enfatiza a situacéo
de precariedade sanitdria nessa regido do pafs. Esses
dados evidenciom a vulnerabilidade da populagéo
amazénica em relacGo ao panorama nacional,
visto que essas condicées estdo associadas & ampla
circulacdo de patégenos e ao aumento expressivo
dos riscos de desenvolvimento de diversas doencas de
veiculacéo hidrica’.

A realidade de saneamento & qual a populacdo
belenense e amazdnica estd sujeita torna-se ainda mais
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critica quando se considera o contexto das mudancas
climdticas.  Alteracdes no clima, especialmente
associadas ao aquecimento global, t&m provocado
variacdes significativas nos padrées de temperatura
e precipitacdo na Regido Norte, resultando no
aumento de eventos extremos, como chuvas intensas
e inundagdes, que, somadas as condicdes precdrias
de tratamento sanitdrio, intensificam a exposicéo
comunitéria a diversas doencas'®!".

A presenca de virus entéricos em diferentes fipos
de d4guas, incluindo as recreacionais como mar,
lagoas e rios, é resultado direto do impacto antrépico
associado ao saneamento deficitério, revelando riscos
de exposicdo dos banhistas a doencas de veiculagdo
hidrica®'2.  Andlises realizadas em praias estuarinas
indicaram valores superiores aos previamente relatados
no pafs em investigacdes sobre a disseminagdo viral em
outros ambientes aqudticos'®'*. Esses dados reforcam
a relevancia epidemiolégica da circulacdo de virus
patogénicos em dguas recreacionais, especialmente
considerando que a legislacdo brasileira  ndo
contempla, de modo rotineiro, a pesquisa de virus
entéricos na dgua devido ao procedimento laboratorial
demandar infraestrutura adequada, recursos humanos
capacitados e insumos de alto valor para o diagndstico.

Até onde se tem conhecimento, ndo foram
conduzidos estudos epidemiolégicos robustos voltados
a investigacdo de agentes virais e bacterianos nas
dguas recreacionais da Praia do Amor, localizada
na llha de Caratateua, Distrito de Outeiro, Belém,
estado do Paré. Considerando o lancamento irregular
de esgoto doméstico ndo tratado das residéncias do
entorno diretamente nos corpos hidricos, o presente
estudo teve como objetivo caracterizar a diversidade
viral e bacteriana desse importante balnedrio da Regido
Metropolitana de Belém.

MATERIAIS E METODOS
ASPECTOS ETICOS E NATUREZA DO ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo e transversal que
ndo envolveu diretamente seres humanos ou animais,
ndo sendo, portanto, necessdria a aprovacdo por
comité de ética, conforme previsto no artigo 26 da
Resoluc@o Brasileira n® 674/2022, inciso X, que dispde
sobre pesquisas cientificas dispensadas de registro ético
no territério nacional.

AREA DE ESTUDO

A Praia do Amor (Figura 1) estd localizada na llha
de Caratateua, uma das 26 ilhas que compdem o
Distrito Administrativo de Outeiro (DAOUT), o qual
possui sefe praias. A drea situa-se a aproximadamente
30 km a nordeste do centro de Belém, estado do Parg,
sendo abastecida pela Bacia do Outeiro e pela Baia do
Guajard, com desembocadura na llha do Marajé'>'.
Caratateua dispde de acesso por via fluvial e
rodovidria, o que favorece sua procura, especialmente
aos finais de semana e no periodo de veraneio. E a
ilha mais populosa entre as que circundam a capital
paraense, com cerca de 80 mil habitantes'’.
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Figura 1 — Mapa da regido da Praia do Amor, com indicacéo do ponto de coleta de égua na llha

de Caratateua, Belém, estado do Pard

COLETA DE AMOSTRAS

O monitoramento  foi realizado mensalmente
entre agosto de 2023 e julho de 2024, totalizando
12 amostras.  As  coletas  foram  readlizadas a
aproximadamente quatro metros da margem, &
altura do joelho, utilizando frascos de polipropileno
esterilizados, com capacidade de 1 L. As amostras
foram mantidas sob refrigeracdo (4-10 °C) desde o
transporte até o processamento laboratorial.

CONCENTRACAO AMOSTRAL E EXTRACAO DE ACIDOS
NUCLEICOS

A partir de 1 L de cada amostra, a concentracéo
de particulas virais e bacterianas foi realizada por meio
do método de floculacéo orgénica com leite desnatado
acidificado, adaptado de Calgua et al.'®. A extracdo
do material genético (RNA ou DNA) foi realizada
com o kit comercial Maxwell® RSC PureFood GMO
and Authentication (Promega, EUA), utilizando beads
magnéticas no extrator automatizado Maxwell® 16
(Promega, EUA), conforme as instrucdes do fabricante.

ENSAIOS PARA DETECCAO VIRAL

A deteccGo de rotavirus (RV), entferovirus (EV),
adenovirus (AdV), astrovirus (AstV), sapovirus (SaV),
parechovirus (HPeV), aichivirus (AiV), cosavirus (HCosV)
e CrAssfago foi realizada por reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa (qPCR) ou reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa com transcricdo reversa
(RT-gPCR), utilizando o kit GoTaq® Probe 1-Step
RT-gPCR System (Promega, EUA). O ensaio para AstV
foi conduzido na plataforma CFX96™ Real-Time System
(Bio-Rad®), enquanto os demais foram processados na
plataforma QuantStudio™ 5 (Applied Biosystems®).

Para os virus de RNA, os parGmetros de
termociclagem foram: 45 °C por 15 min (transcricdo

reversa), 95 °C por 2 min (ativacdo da polimerase),
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s (desnaturacao)
e 60°C por 1 min (anelamento/extensdo). Os
conjuntos de primers e sondas foram:

* RV — NSP3F, NSP3R e NSP3S (VIC/NONE)"?;
e AstV — AstVF, AstVR e Astro Probe (HEX/NONE)??;

* SaV — SAVIF, SAV124F SAV5F, SAVI245R e
SAV5TP/SAV124TP (FAM/NFQ)?';

*EV  —  EVRealT(S), EVRealT(A) e
(FAM/MGB)%2.

Para HPeV, AV e HCosV, os parémetros foram:
45 °C por 10 min (transcrigio reversa), 95 °C por
10 min (ativacdo da polimerase), seguido de 50 ciclos
de 95°C por 15s (desnaturacdo), 50 °C por 30 s
(anelamento/extenséo) e 72 °C por 10s (extenséo
final). Os conjuntos de primers e sondas foram:

e HPeV — AN345, AN257, AN344 e Parecho Probe
(HEX/VIC-MGB)?3:24;

e AiV — AN491, AN492, AN493 e Coba/Sali Probe
(FAM-MGB)%:22;

e HCosV — AN456, AN458, AN459 e Cosa Probe
(FAM/MGB)%3:25,

Para os virus de DNA, suprimiu-se a etapa de
transcricdo reversa, mantendo os parémetros de
ciclagem a partir da ativacéo da polimerase:

* CrAssfago -~ 056F1-Cross, 056R1-Cross e
056P1-Cross (FAM/MGB)?;

« AdV — AdF, AdR e Ad Probe (FAM/TAMRA)?.

A detecco de SARS-CoV-2 foi realizada por
RT-gPCR  com o kit molecular Inf A/Inf B/SC2
(Bio-Manguinhos, Brasil), cujos primers e sondas
sdo fornecidos pelo fabricante. As reacées foram

PanEV
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realizadas na plataforma CFX96™ Real-Time System
(Bio-Rad®), com os seguintes parGmetros: 50 °C
por 15 min (transcricdo reversa), 95°C por 2 min
(ativacdo da polimerase) e 40 ciclos de 95 °C por 20 s
(desnaturacéo) e 58 °C por 30 s (anelamento/extensdo).

A deteccéo de HBoV foi conduzida por Nested PCR,
utilizando os primers PANBOCAF1 e PANBOCART na
primeira reacdo, e PANBOCAF2 e PANBOCAR2 na
segunda, conforme Kapoor et al.?8. Os parédmetros
foram: 95 °C por 5 min (desnaturacéo inicial); 10 ciclos
de 95°C por 35s (desnaturacéo), 58 °C por 1 min
(anelamento) e 72 °C por 1 min (extensdo); seguidos de
30 ciclos de 95 °C por 30 s, 54 °C por 45s e 72 °C
por 40 s; e 72 °C por 10 min (extenséo final).

ENSAIOS DE GENOTIPAGEM

A genotipagem foi realizada apenas para as
amostras positivas nos ensaios de triagem viral. Para
RV, aplicou-se RT-PCR in house, seguida de Nested
PCR?,  (tilizando, respectivamente, os  primers
N-VP7F1/N-VP7R1 e N-VP7F2/N-VP7R2. A reacdo foi
conduzida em trés etapas sob os seguintes pardmetros:

Sintese de cDNA: desnaturacgo a 97 °C por 5 min,
seguida de resfriamento a 0 °C por 5 min e incubacéo
a 42 °C por 60 min;

Amplificacdo  por PCR:  95°C  por
(desnaturacéo inicial), 35 ciclos de 94 °C por 30s
(desnaturacao), 50 °C por 30 s (anelamento) e 72 °C
por 45 s (extens@o), com extensdo final a 72 °C por
7 min;

Amplificagdo por Nested PCR: 95 °C por 5 min
(desnaturacéo inicial), 35 ciclos de 94 °C por 10,
48 °C por 20s e 72 °C por 30s, finalizando com
72 °C por 5 min (extensao final).

2 min

Para AdV, empregaram-se os primers S29 e S$52%,
com os seguintes pardmetros: 94 °C  por 5 min
(desnaturacéo inicial); 35 ciclos de 94 °C por 30,
56,1 °C por 1 min e 72 °C por 1 min; e extenséo final
a 72 °C por 7 min.

Para AstV, utilizou-se PCR One-Step (kit SuperScript™
Il One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA
Polymerase, Invitrogen™) com os primers Mon269
e Mon270%. O RNA exiraido foi inicialmente
desnaturado com dimetilsulféxido (DMSO) a 97 °C
por 7 min e resfriado em gelo (0 °C por 2 min). Os
pardmetros da PCR foram: 45 °C por 30 min (sintese
de cDNA), 94 °C por 2 min (desnaturagéo), 40 ciclos
de 94 °C por 15 s, 55°C por 30s e 68 °C por
1 min (amplificacéo), seguidos de 68 °C por 5 min
(extensdo final).

SEQUENCIAMENTO DE NUCLEOTIDEOS

Os produtos de PCR foram purificados com
o kit MEGAquick-spin™  Total  Fragment DNA
Purification (Intron Biotechnology®) e submetidos ao
sequenciamento capilar com o kit BigDye™ Terminator
v3.1  Cycle Sequencing (Applied  Biosystems®,
EUA), conforme as instrucdes do fabricante. Apds
precipitacdo com isopropanol e etanol a 70%, as
amostras foram ressuspensas em formamida Hi-Di™
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(Applied Biosystems®) e analisadas no sequenciador
automdtico ABI Prism® 3130XL DNA Sequencer Genetic
Analyzer (Applied Biosystems®). As sequéncias obtidas
foram editadas e alinhadas no Geneious v.8.1.7%% e
comparadas com dados do GenBank via BLAST.

ANALISE METAGENOMICA

As amostras foram agrupadas em pool (30 pmol)
e submetidas & sintese de cDNA de primeira fita
(SuperScript™  VILO™ cDNA  Synthesis, Invitrogen™)
e de segunda fita (Second Strand cDNA Synthesis,
Invitrogen™).  As  bibliotecas  genémicas  foram
preparadas com o kit lon Xpress™ Plus Fragment Library
(Thermo Fisher Scientific®), avaliadas por fluorometria
(Qubit™ dsDNA HS, Thermo Fisher Scientific®) e por
eletroforese automatizada (2100 Bioanalyzer, Agilent®).

As bibliotecas foram quantificadas (lon Library
TagMan™  Quantitation, Thermo Fisher Scientific®),
diluidas a 100 pmol, enriquecidas e carregadas
no chip de sequenciamento via lon Chef™, com
sequenciamento na plataforma lon GeneStudio™ S5
(Thermo Fisher Scientific®).

ANALISE DE DADOS

As leituras obtidas no sequenciamento de nova
geracdo foram processadas para remocdo de
adaptadores e filiragem de baixa qualidade com o
fastp®3. A montagem de novo foi realizada no MEGAHIT
v.1.2.9%. A clossificaco taxondmica foi feita no
Kraken2%®, com a base de dados PlusPFP-16, e os
resultados visualizados no Krona Tools®. As andlises e
a construcdo de grdficos foram realizadas no pacote
ggplot2, no ambiente R¥.

Todos os softwares foram utilizados com seus
pardmetros padréo. As leituras brutas estdo disponiveis
no Sequence Read Archive (SRA) do NCBI sob os
seguintes  registros:  Bioproject  (PRINA1308617),
Biosample (SAMN50705899) e SRA (SRR35054417).

RESULTADOS

As amostras foram consideradas positivas na
RT-gPCR ou gPCR quando apresentaram cycle threshold
(CT) inferior a 40 e curvas de amplificacdo sigmoides
caracteristicas (Tabela 1). O CrAssfago foi o agente
de maior prevaléncia, detectado em 91,6% (11/12)
das amostras analisadas. Também foram identificados
RV em 41,6% (5/12) e AstV e AdV em 8,3% (1/12)
das amostras, respectivamente (Figura 2). Nao houve
deteccdo de AV, HPeV, HCosV, SARS-CoV-2, EV ou
HBoV em nenhuma das amostras avaliadas.

A andlise temporal da contaminacdo indicou
presenca do CrAssfago em todos os meses do
monitoramento, exceto em outubro de 2023. Os RV
foram detectados de outubro de 2023 a marco de
2024, com auséncia apenas em dezembro de 2023.
O AstV e o AdV foram identificados em fevereiro e
junho de 2024, respectivamente. Em fevereiro de
2024, registrou-se co-deteccdo de RV, AstV e CrAssfago
(Figura 3). A genotipagem viral por sequenciamento de
nucleotideos néo foi possivel devido & baixa qualidade
dos amplicons obtidos por PCR convencional.
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Tabela 1 — Valores de deteccdo obtidos por PCR em tempo real para os agentes virais identificados em amostras de
dgua supericial da Praia do Amor, Ilha de Caratateua, Belém, estado do Pard

Amostra CrAssfago (CT) Rotavirus (CT) Astrovirus (CT) Adenovirus (CT)
PT18 —27/10/2023 - 38,09 - -
PT18 —24/11/2023 35,99 38,18 - -
PT18 — 18/12/2023 37,55 - - -
PT18 —29/01/2024 37,66 37,75 - -
PT18 — 23/02/2024 34,35 38,99 38,42 -
PT18 — 15/03/2024 35,78 38,14 - -
PT18 — 12/04/2024 37,43 - - -
PT18 — 17/05/2024 33,38 - - -
PT18 - 21/06/2024 32,88 - - 37,40
PT18 - 22/07/2024 35,45 - - -
PT18 —20/08/2024 32,72 - - -
PT18 — 17/09/2024 35,72 - - -
CT: Cycle threshold
2

PERCENTUAL DE POSITIVIDADE

Figura 2 — Prevaléncia dos agentes virais detectados nas dguas superficiais da Praia do
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Amor, llha de Caratateua, Belém, estado do Pard

W CrAssfago Rotavirus W Astrovirus | Adenoviru: 5

o
«

0

out-23 nov-23 dez-23 jan-24 fev-24 mar-24 abr-24 mai-24 jun-24 jul-24 ago-24 set-24

MESES

Figura 3 - Flutuacéo temporal dos agentes virais detectados nas dguas superficiais da

Praia do Amor, Ilha de Caratateua, Belém, estado do Pard

Rev Pan Amaz Saude 2025;16:¢202501785 — e-ISSN: 21766223

5/14



6/14

Monteiro CC, et al. Composicdo microbiana da Praia do Amor, llha de Caratateua, Distrito de Quteiro, estado do Pard, Brasil

A abordagem metagendmica permitiv identificar
13 familias virais, totalizando 184 reads. As mais
prevalentes foram Kyanoviridae, responsavel por 53,9%
das leituras (99 reads), seguida de Autographviridae
(23,3%; 43 reads) e Straboviridae (14,7%; 27 reads).
Entre as familias menos frequentes, cinco apresentaram
apenas uma read cada (Figura 4).

Quanto &s  bactérias, foram detectadas 521
familias, totalizando 222.865 reads. As familias mais
prevalentes foram Vibrionaceae (14,35%; 31.896
reads), Microbacteriaceae (13,37%; 29.811 reads) e
Pseudomonadaceae (13,08%; 29.153 reads). No total,
275 familias apresentaram 10 ou menos reads, sendo
que, entre estas, 49 foram representadas por apenas
uma read (Figura 5).

O conjunto de dados apresentou nUmero total
de pares de leitura igual a 2.721,045, percentual de
leituras descartadas inferior a 1% (0,735370565),
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Leituras

comprimento médio de leitura de 184,6 pb, N50 de
431 pb, tamanho maximo de contigs de 12.889 pb e
volume total de dados gerados de 1,02 Gb.

DISCUSSAO

A infraestrutura da Ilha de Caratateua é precéria e
carece de saneamento bdsico para a maior parte da
populacdo. E comum observar o despejo de esgoto
diretamente nas praias, aliado ao actmulo de residuos
deixados por banhistas. Esse cendrio se agrava durante
os periodos de férias e alta visitacdo, quando hd
maior geracdo de residuos e sobrecarga do ambiente
costeiro. Tal situac@o preocupa especialmente quanto ao
monitoramento de patégenos nas dguas, considerando
que a maioria das residéncias estd proxima ao litoral
e que a regiGo ¢ intensamente utilizada tanto por
moradores quanto por visitantes, tendo importancia
central para as atividades comerciais locais, sustentadas
pelo turismo balnedrio! 7%,
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Resultados referentes aos indicadores microbiolégicos,
parédmetros fisico-quimicos e metais foram obtidos
a partir de uma Unica amostra, coletada ao final da
série de monitoramento, com o objetivo de estimar a
magnitude dos riscos & qualidade da égua da Praia do
Amor para além das andlises realizadas no presente
estudo. Esses resultados, ainda ndo publicados, apontam
a necessidade de um monitoramento mais abrangente, a
fim de assegurar a seguranca do uso dessas dguas para
recreacdo e consumo.

A andlise de metais revelou valores dentro dos
limites mdximos recomendados pela Resolucdo
CONAMA n° 357/2005?, que estabelece os padroes
de qualidade para corpos d'dgua doce de classe 2,
destinados & recreacdo de contato primdrio. Dessa
forma, indicou que, no més analisado, a Praia do
Amor ndo apresenfou indicios de contaminag@o
significativa, sendo classificada como prépria para uso
recreativo, segundo a referida resolucdo. Contudo,
a andlise foi restrita a um Unico periodo, o que
limita sua representatividade frente ao quadro real
de contaminagdo, especialmente em um ambiente
sujeito a multiplas fontes poluidoras e elevado fluxo
turistico. Para uma avaliacdo mais robusta, é essencial
realizar monitoramentos peridédicos, pois o acimulo
de metais pode estar associado a fatores sazonais,
climdticos e antropogénicos, e sua auséncia em coletas
pontuais ndo garante a inexisténcia de exposicdo
prolongada®.

As andlises fisico-quimicas também permaneceram
dentro da faixa prevista pela resolucéo, exceto para
o nitrito, cujo valor (0,32 mg/L) superou o limite
de referéncia (< 0,07 mg/L). Esse achado sugere
desequilibrio no ciclo do nitrogénio, possivelmente
associado ao lancamento de esgoto doméstico e ao
acumulo de matéria orgdnica. Tais condigdes podem
comprometer a atividoade bacteriana  responsdvel
pela oxidacéo do nitrito em nitrato, favorecendo seu
acimulo®®#2. O nitrito, por ser fotoativo, pode gerar
radicais hidroxila, influenciando processos quimicos
relevantes em ecossistemas aqudticos*>4.

Do ponto de vista toxicolégico, o nitrito atua
como oxidante da hemoglobina e estd relacionado
a riscos & saude humana, como metemoglobinemia
e potfenciais efeitos carcinogénicos, embora a
associacdo direta com fontes aqudticas ainda néo
esteja plenamente estabelecida*®*®. Essas evidéncias
reforcam a importdncia do monitoramento continuo e
da implementacéo de medidas de saneamento bdsico,
com vistas & protecdo da qualidade da dgua, dos
ecossistemas e da satde das populacdes locais*?*°.

A presenca de nitrito também pode estar associada
& familia bacteriana Pseudomonadaceae, identificada
na andlise metagenédmica. Em estudo conduzido no
aquifero de dgua doce da Mobile Bay, nos Estados
Unidos, o predominio de bactérias dessa familia
foi relacionado & desnitrificacdo do ambiente, um
potencial amplamente documentado na literatura®'-%4.

Na avaliagGo dos indicadores microbiolégicos,
observaram-se  niveis  elevados de  coliformes
totais (> 2.419,6 NMP/100 ml), coliformes

termotolerantes (1.553,1 NMP/100 mL) e Escherichia
coli (613,10 NMP/100 ml), todos acima dos limites
microbiolégicos estabelecidos para dguas doces pela
Resoluggo CONAMA n° 357/20052. Essas bactérias
sGo bacilos gram-negativos, anaerébios facultativos,
ndo esporulados e fermentadores de lactose®™. Séo
amplamente utilizadas no monitoramento da qualidade
da dgua por serem facilmente detectdveis e ocorrerem
com frequéncia em fezes, representando cerca de 10%
da microbiota intestinal de mamiferos e aves®.

As concentracdes detectadas para esses indicadores
superaram os limites estabelecidos pela legislacéo,
evidenciando contaminacdo fecal significativa. Tal
achado é particularmente preocupante, considerando
o infenso uso recreativo da Praia do Amor e sua
relevéincia para o turismo e o comércio local. A
presenca de Escherichia coli em dguas recreativas
estd associada ao aumento do risco de doencas
apds confato e & maior probabilidade de deteccéo
concomitante de patégenos gastroentéricos®”%8.

De acordo com a Resolucgo CONAMA
n®274/2000°, a avaliacdo da  balneabilidade
deve ser realizada a partir de, no minimo, cinco
amostras coletadas de forma sequencial e semanal,
preferencialmente  nos dias de maior afluéncia
de banhistas. Essa exigéncia visa garantir maior
representatividade e confiabilidade dos resultados. No
presente estudo, a frequéncia de coleta ndo atendeu
integralmente a essas recomendacées, configurando
uma limitacdo frente &s diretrizes normativas oficiais
e restringindo a generalizacéo dos achados. Mesmo
assim, os dados obtidos oferecem um panorama inicial
da qualidade da dgua na Praia do Amor e reforcam
a necessidade de monitoramentos sistemdticos e
continuos na regido.

Os bioindicadores empregados neste estudo néo
permitem distinguir a origem da contaminacdo, que
pode ser proveniente de esgoto doméstico, fezes
de animais domésticos ou de fauna silvestre®”. O
rastreamento das fontes é fundamental, considerando
o risco sanitério associado a patégenos humanos, &

presenca de residuos de antibidticos em dejetos e a
limitagé@o desses indicadores para deteccdo de virus?e®?.

Os bacteriéfagos CrAssfago, amplamente
detectados neste estudo, sdo indicadores Vvirais
especificos de contaminacdo fecal humana, dada sua
alta especificidade & microbiota intestinal?6%¢1. Sua
elevada prevaléncia reforca os achados microbiolégicos
e confirma a origem humana da poluigdo fecal. A
presenca de CrAssfago em ambientes recreativos jé foi
documentada em diferentes paises®> e na Amazénia
brasileira®®, sendo frequentemente associada &
ocupacdo humana desordenada, & deficiéncia de
saneamento e ao despejo inadequado de esgoto®?.

A deteccdo de CrAssfago em altas frequéncias
representa risco adicional & satde publica, pois sua
presenca tem sido correlacionada a virus patogénicos,
como poliomavirus®* e norovirus®'4®, Embora o presente
estudo ndo tenha investigado bactérias hospedeiras, a
literatura sugere que CrAssfago e cianobacteriéfagos
podem compartilhar habitats e trocar material genético,
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o que se alinha & predominéncia de cianobactérias
infectadas por fagos (cianobactérias-fago) observada
nas andlises metagendmicas, indicando interacées
ecolégicas complexas®’.

O RV foi detectado em 41,6% das amostras
analisadas. Em estudos realizados em paises em
desenvolvimento, foram relatadas prevaléncias de
até 100% no Ir&*® e na Argentina®’, e de 42% e
40% no Uruguai, nos rios Uruguai e Santa Lucia,
respectivamente®®. No Brasil, a deteccdo variou de
21,1% no estado do Pard®® a 44,2% em Manaus,
estado do Amazonas'?, passando por 25% em rios de
Florianépolis, estado de Santa Catarina’, e 37% no Rio
de Janeiro, estado do Rio de Janeiro'*.

Diferencas de prevaléncia entre estudos podem
estar associadas a fatores climdticos, sazonalidade,
intensidade de uso das dguas, condicdes de
saneamento e metodologios empregadas. Embora
a regido de Belém, estado do Pard, ndo apresente
estagdes bem definidas, o clima local distingue-se pelo
"inverno amazdnico" (dezembro a maio, mais chuvoso)
e pelo "verdo amazénico" (junho a novembro, mais
seco)’!. No presente estudo, a deteccdo de RV ocorreu
entre outubro e novembro e entre janeiro e marco, o
que ndo permite estabelecer padrdo sazonal devido ao
curto perfodo de monitoramento (apenas um ano).

Os AstV detectados sdo prevalentes em dguas
recreativas de pafses desenvolvidos, como Singapura
(100%)7?, Suécia (64%)”° e Franca (84%)’*. Em paises
em desenvolvimento, a frequéncia de deteccéo tende a
ser menor, como observado na China (39,1%)”° e na
Tunisia (55%)7¢, possivelmente em razdo da inibicdo da
amplificacéo por elevada carga poluente’”.

Embora a prevaléncia de AdV tenha sido baixa
neste estudo, sua ampla presenca em dguas recreativas
no Brasil j& foi documentada®'*78. A baixa deteccéo
pode estar relacionada & variacGo na carga viral,
degradacdo do material genético ou interferéncia de
inibidores moleculares’®’?#. A auséncia de deteccdo
de outros patégenos virais ndo exclui sua presenca,
considerando limitagdes como baixas concentracées,
disperséo hidrica e interferéncia de inibidores®':#2.

A familia Kyanoviridae, mais abundante neste
estudo, agrupa cianobactérias-fago com genoma
de DNA de dupla fita, que infectam principalmente
Synechococcus e Prochlorococcus®. Essas
cianobactérias  sGo  abundantes em  ambientes
tropicais e desempenham papel essencial nas
cadeias alimentares marinhas®8>. A alta prevaléncia
de Kyanoviridae nas amostras estd de acordo com
estudos em ecossistemas de dgua doce®®, nos
quais o dominio de cianobactérias ¢ amplamente
documentado®?2. No Brasil, esses fagos & foram
detectados em rios amazdnicos, como no ltacaitnas®,
onde foram associados & contaminagéo fecal humana.

A familia Vibrionaceae inclui bactérias
gram-negativas, anaerdbias facultativas e heterotréficas,
conhecidas como 'vibrides", amplamente distribuidas
em ambientes marinhos e salobros, mas também
presentes em dguas doces”?4. Espécies patogénicas
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como Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio
vulnificus  sGo  responsdveis, respectivamente, por
célera, gastroenterites e septicemias™. Essas bactérias
apresentam capacidade de aderir e degradar substratos
como quitina e formar biofilmes, o que favorece sua
persisténcia em ambientes aqudticos??8.

As inferacées entre membros da familia
Vibrionaceae e bacteridfagos exercem papel ecolégico
relevante, controlando populagdes e modulando a
viruléncia bacteriana. A presenca conjunta de vibrides
e fagos, como observada neste estudo, pode indicar
dinédmica que favorece a manutencdo de cepas mais
infecciosas?1°",

Embora a detecco das familias Kyanoviridae
e Vibrionaceae ofereca contribuicdes ecolégicas
relevantes para o compreensdo da  dindmica

microbiana em dguas recreacionais amazénicas, 0s
resultados de sequenciamento ndo permitem inferéncias
em nivel de espécie. Essa limitagGo decorre da auséncia
de genomas montados a partir de metagenomas com
qualidade e completude suficientes para garantir
resolucdo taxondmica adequada. Assim, as andlises e
discussdes foram propositalmente restritas ao nivel de
familia, assegurando maior rigor cientifico e evitando
interpretacdes especulativas sobre potenciais funcées
biolégicas ou patogenicidade de espécies especificas
sem respaldo genémico consistente.

A diversidade microbiana observada, composta
por familias de bactérias oportunistas, espécies com
potencial de biorremediacdo e virus indicadores
de contaminacdo fecal, evidencia a complexidade
ecolégica do ecossistema aqudtico local. A aplicacéo
da metagendmica foi fundamental para superar
as limitagdes dos métodos tradicionais, permitindo
identificar organismos ndo cultivdveis e oferecer uma
visdo abrangente dos riscos sanitdrios e das interacoes
ecolégicas. As tecnologias de NGS, em constante
avanco, possibilitam a andlise de grande parte
dos genomas presentes nas amostras e constituem
ferramentas  essenciais para a compreensdo da
biodiversidade microbiana'®?103,

Apesar dos resultados deste estudo fornecerem
subsidios relevantes para compreender a composicédo
viral e microbiana da praia investigada, algumas
limitacdes metodoldgicas restringem o alcance das
conclusdes. A curta duracdo do monitoramento,
limitado a apenas um ano, e o némero reduzido de
amostras mensais (uma por coleta) comprometem a
representatividade temporal e espacial dos dados,
dificultando a extrapolagéo para outros perfodos ou
dreas adjacentes. Além disso, a auséncia de pardmetros
complementares — como andlises fisico-quimicas,
determinacdo  de  metais-tfraco,  monitoramento
microbiolégico continuo e avaliagdo de poluentes
emergentes (por exemplo, fdrmacos e produtos
de higiene e limpeza) — reduz a capacidade de
caracterizar de forma integrada a qualidade ambiental
e sanitdria das dguas costeiras da ilha.

Para aprimorar futuras avaliacées, recomenda-se
a ampliacdo do escopo amostral, incorporando
outras praias do enforno e estendendo o periodo



de monitoramento, com maior frequéncia de coleta
para capturar variacdes sazonais. Também se sugere
o mapeamento detalhado de fossas, sistemas de
drenagem e possiveis pontos de lancamento clandestino
de esgoto, aliado & coleta de amostras de sedimentos
e areia. A realizacdo de amostragens em diferentes
fases de maré (baixa e preamar), acompanhadas do
registro de varidveis ambientais como vento, ondulacéo,
pluviosidade, temperatura e umidade relativa do
ar, proporcionard maior robustez as andlises. Tais
medidas contribuirdo para a geracdo de dados mais
abrangentes e representativos sobre as condicées
de balneabilidade e a dindmica ecolégica desse
importante ecossistema recreativo situado na Regido
Metropolitana de Belém, estado do Pard.

CONCLUSOES

Este estudo deferminou a diversidade viral
e bacteriana nas dguas da  Praia do  Amor,
localizada na llha de Caratateua, Belém, estado do
Par4. Observou-se alta prevaléncia de virus CrAssfago,
o que indica elevada contaminacdo fecal de origem
humana e representa um risco & sadde puUblica. Esse
achado é corroborado pela presenca dos patogénicos
rotavirus, astrovirus e adenovirus entéricos.

A metagendmica revelou-se  essencial  para
caracterizar o biodiversidade viral e microbiana,
identificando familias que infectam cianobactérias
e bactérias intestinais, além de grupos oportunistas,
patogénicos e com potencial de biorremediacéo.

Recomenda-se, portanto, a adocéo de medidas
efetivas de saneamento ambiental, bem como «a
realizaggo de  monitoramentos  periédicos  com
amostragem espacial mais robusta, a fim de avaliar
variacdes sazonais e impactos antrépicos, contribuindo
para a protecdo da qualidade da dgua e da sadde
publica.
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