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RESUMO

O Estado de Santa Catarina é responséavel por 90&ltilo nacional
de ostras. Devido ao seu habito filtrante, as st@0 capazes de
bioacumular patégenos em seus tecidos, incluinde \dausadores de
doengas humanas. A poluicdo nos locais de culevo aumentado.
Consequentemente, um controle sanitario dessas @&das produtos
de maricultura torna-se urgente. O objetivo desgmatho foi avaliar o
efeito acumulativo da contaminacdo microbioldgican eostras
Crassostrea gigas alocadas em um local altamente impactado pela acéo
humana. Vinte duzias de ostras foram alocadas immt#aco Grande
em Florianopolis, SC. Foi realizada uma coleta mleds duas duzias
de ostras e 10L de agua, além do monitoramento attalidade das
ostras e das condi¢des climaticas, no periodoviedieo a setembro de
2011. Nas amostras de ostra e agua investigouyssesanca de copias
gendmicas (cg) dos Adenovirus Humano (HAdV), VidasHepatite A
(HAV), Poliomavirus (JCPyV) e Norovirus (HuNoV) @1G2, além de
Salmonella sp na carne das ostraskEe coli na agua. As amostras
teciduais de ostras apresentaram 50% de positwigata HAdAV
(variando de 7,00 x f@ 3,90 x 18cg/ g), e as amostras de agua do mar,
62,5 % de positividade (de 2 x°18 8 x 16 cg/ L) . Duas amostras
teciduais de ostras e uma amostra de agua foraitivasgara HAV.
Nenhuma amostra tecidual ou agua do mar foi paspiara os virus
JCPyV ou HuNoV (G1 e G2). As amostras positivasgRCR para
HAdV foram avaliadas para a infecciosidade viralndo a coleta de
agua do mar do més de maio, a Unica com virus igiagguatro
amostras foram positivas pafalmonella spp., as duas primeiras,
coincidindo com o periodo de alta temporada tgeidtia ilha, e as duas
Gltimas, meses com temperatura baixa da agua. ©ssmde maio, julho
e agosto foram positivos pdgacoli, com 2.400, 400 e 500 UFC/100ml,
dados que coincidiram com periodo de chuvas nos alideriores a
coleta. Além disso, houve uma relagdo direta eattemperatura da
agua e a mortalidade de ostras, sendo abril o nods wmaior
temperatura (24°C) e maior mortalidade (8 osteas)més de julho com
a menor temperatura (16°C) e menor mortalidadeo)z€ ensaio de
infecciosidade por ensaio de placas de lise mo4idéti de recuperacdo
na técnica da floculacéo orgéanica da dgua do mar gaaticulas virais
infecciosas. Concentrados virais da técnica dauldgéo foram
congelados a - 8G e descongelados em tempos pré-determinados para
avaliar a acdo do congelamento sobre as amosteagleMccdo por
cbpias gendmicas, ndo houve diferenca no periodbOdsemanas de



congelamento. Ja a deteccdo de virus viaveis nwosima queda de
aproximadamente 1 log viral (90%). N&o houve ralachreta da
contaminacao viral com a bacteriana. Estes resdtada lideranca do
Estado de S.C. na producéo de ostras demonstranpaaténcia de um
controle da producdo e monitoramento do ambiente.

Palavras-chave Ostras, virus, agua do mar.



ABSTRACT

Santa Catarina state is responsible for 90% oh#étenal production of
oysters. The pollution in shellfish-growing areass lbeen increasing,
highlighting the need of sanitary control of theseas. The aim of this
study was to examine the prevalence of enteric sgsu in
environmentally polluted oysters and sea water @ndvaluate their
relationship to microbial indicators. Twenty dozems oysters
Crassostrea gigas were placed in a coastal polluted area at Sacndera
Floriandpolis. Groups of 24 oysters and 10L of wager were collected
monthly and analyzed by qPCR for Adenovirus (HAdHMEgpatitis A
Virus (HAV), Polyomavirus and Norovirus G1 and G#hd for the
presence ofsalmonella sp. in the oysters anischerichia coli in the
water. The oyster mortality and climate conditievere also measured.
50% of the oyster samples (from 7 X'1® 3,90 x 18gc/ g) and 62.5%
of the water samples (from 2 x°1d 8 x 10 gc/ L) were positive for
HAdV. Two oyster samples and one water sample wpewtive for
HAV. None of the samples were positive for JCPy\HoNoV (G1 and
G2). The positive samples for HAdV were analysedtie infectivity of
the viruses, and the water sample from may predevithle viruses.
Salmonella sp. was found in four oyster samples, the first during the
period of high tourist season in the island, arel dther two samples
during the winter. The forth, sixth and seventh glas were the only
samples to exceed the allowed numbeEo€oli (2.400, 400 and 500
CFU/100mL), probably due to the heavy rainfall aced in the days
prior to the collection of the oysters and thewager. Concomitant with
these findings, oyster mortality seemed to be edldab the increase in
water temperature 3month with 24°C and 8 dead animals, affti 6
month without mortality and 16°C). Overall, ther@swno relationship
between the levels of indicator microorganisms &mel presence of
enteric viruses. It was not observed a pathogeunnagiation during the
months of the study, indicating that these aninaaés able to depurate
themselves even in polluted environment.

Keywords: Oysters, viruses, seawater.
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1 INTRODUCAO

A producdo mundial de moluscos bivalves tem sofudogrande
aumento nos ultimos anos, passando de um milhdmrdgadas em
1950 a 13,6 milhGes de toneladas em 2005 (FAO,)20838 Brasil, o
cultivo de moluscos sO passou a ser consideradoo catividade
econdmica a partir de 1990, com as produc¢fes adssdesenvolvidas
no estado de Santa Catarina (FERREIRA et al., 2@d8sar do inicio
relativamente tardio, o Brasil € hoje o maior ptodde moluscos da
América Latina (EPAGRI, 2009).

O Estado de Santa Catarina se destaca no Brasilo com
responsavel por 95% da producdo nacional de mduddealves
(SOUZA et al.,, 2009). Santa Catarina possui comdicgeogréaficas
excelentes para o cultivo de organismos marinhd&@RTO et al.,
2010), pois possui éareas protegidas das intempémeso baias,
estuarios e enseadas, facilitando o manejo dosaultSegundo dados
da EPAGRI, Santa Catarina produziu um total de35t6de moluscos
em 2010, sendo que destas, 1.908 t foram de oSrasunicipio que
mais contribuiu para a producdo total de ostras edtado foi
Florianépolis, com uma producao de 1.477 t, repiteselo 77,4% da
producéo estadual (EPAGRI, 2010).

Apesar de oferecer condi¢Bes favoraveis ao cutteranoluscos,
as baias e enseadas sdo ecossistemas muito sersivedificacdes,
pois sdo areas semi-fechadas que podem receberfanteapressao
antropica (VINATEA ARANA, 2000). A qualidade dasuis dos locais
de cultivo tem um impacto direto na qualidade doslustos ali
cultivados. (BOSCH; ABAD; PINTO, 2005; SOUZA et,&012).

As ostras sdo animais que se alimentam atravéstidgdo de
particulas em suspenséo na agua, filtracdo queopmm concentracao
de particulas organicas, como algas e organismasctdinicos que
servem como alimentos para a ostra. Como conseiquéesse habito
alimentar, as ostras podem bioacumular em seuslogaliversos
patdégenos, inclusive patdégenos humanos, eventusdnpeasentes nas
aguas de cultivo, tais como virus entéricos, bastéprotozoarios e
helmintos (SINCERO et al, 2006; SOUZA et al., 20I2¢vido a esta
caracteristica, 0s moluscos bivalves recebem o0 node
“bioindicadores” ou “monitores” de contaminacdo #&nkal, sendo a
eles atribuida a capacidade de evidenciar sintageasim ambiente
costeiro ou estuarino em estresse (CROCI; SUFFREDR03;
SINCERO et al., 2006).
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Nos Ultimos anos, tem sido detectado um aumentpotiacéo
dos locais de cultivo de moluscos na llha de S&wdtarina, sendo
detectados patégenos bacterianos e virais nos cosles nas aguas de
cultivo (RIGOTTO, et al., 2005; SINCERO, et al.0B) SOUZA, et al.,
2012). O aumento do descarte ilegal de efluentesrigem humana,
ndo tratados ou inadequadamente tratados, nas égeasicas e a
deficiente fiscalizagdo, podem estar ligados ascam@ento populacional
que a cidade de Floriandpolis vem vivenciando nisnds anos,
incrementando assim a contaminacdo das aguasrasgter patdgenos
virais humanos.

1.1. COLETA E TRATAMENTO DE ESGOTO

De acordo com dados da Pesquisa Nacional de Sanmgame
Basico realizada pelo IBGE no ano de 2008, 55% masicipios
brasileiros possuem coleta de esgoto, sendo qaenéstero se refere
somente a coleta e ndo ao tratamento adequadostidoede Santa
Catarina, somente 35% dos municipios possuem odéetssgoto, dado
que coloca o estado no 16° lugar brasileiro em gndagem de
domicilios atendidos por rede de esgoto (IBGE, 2088gundo dados
da CASAN (Companhia Catarinense de Aguas e San¢am 2010,
40% do esgoto gerado pela cidade de Florianépotistado, o que
revela um declinio na coleta e tratamento nos aHimnos, uma vez
que, em 2007, 56% da cidade possuia tratamentegdéoe

Os dados do IBGE se referem apenas a coleta, eanédo
tratamento do esgoto. Quando existente, o tratameatn sempre é
capaz de prover efluentes tratados livres de vaosio conseqiiéncia,
patdégenos virais humanos sdo rotineiramente intidda em aguas
marinhas e de estuérios, podendo afetar diretarosritecais de cultivo
de moluscos (LA ROSA et al., 2010).

1.2. LEGISLACAO BRASILEIRA PARA MOLUSCOS E
AREAS DE CULTIVO

A regulamentacéo corrente, referente a qualidaderdnuscos
e 4guas de cultivo na maioria dos paises expodadasta baseada
somente em parametros bacterianos (coliforntesgteerichia coli).

A atual legislacdo brasileira para qualidade de usus
bivalves, a Resolucdo n° 12/2001 da Agéncia NatideaVigilancia
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Sanitaria (ANVISA), exige unicamente a deteccad&amonella spp. e
Saphylococcus coagulase positiva, ndo sendo necessaria a avalikca
coliformes termotolerantes para moluscos “in ndfrNVISA, 2001).
Apenas para moluscos congelados, secos, salgadosozidos a
resolucdo prevé padrdes aceitaveis de  micro-ongasis
termotolerantes.

A qualidade das aguas de cultivo de moluscos érdietada
pela Resolucdo n° 357/2005 do Conselho Nacion#eio Ambiente
(CONAMA). De acordo com ela, a média geométricaddasidade de
coliformes termotolerantes di. coli, de um minimo de 15 amostras
coletadas no mesmo local, ndo devera exceder 43Qfomililitros de
agua. Porém, como tais micro-organismos séo faoileninativados
pelos procedimentos de tratamento de agua ou &fkieam nlumero
aceitvel destas bactérias ndo assegura a inexést&le outros
patdgenos resistentes a inativacao, tais comoraes @ntéricos, fato que
é demonstrado por diversos estudos realizados sm@mfatiza a falta
de correlagdo entre as presencas de bactériasz@ioibs e virus no
ambiente aquatico (SOBSEY; DAVIS; RULLMAN, 1987; EE, 2000;
RICHARDS, 2001; WYN-JONES et al., 2011).

A pesquisa por virus s6 é citada na portaria n9200&8 da
ANVISA/MS para agua de consumo humano, onde h&a@mendacéo
de que em complementacdo as analises de colifdermastolerantes e
E. coli, seja realizada a pesquisa de organismos patagériom o
objetivo de atingir, como meta, um padrao de auaédentre outros, de
enterovirus, cistos d6iardia spp. e oocistos d€ryptosporidium sp.
(ANVISA, 2004). Entretanto, ndo ha nenhuma mudarecei brasileira
no que se refere a obrigatoriedade de utilizac&tedenicro-organismos
como padrao de potabilidade até momento.

1.3. VIRUS ENTERICOS

Dentre os virus que infectam humanos, os virusrieog
replicam-se no trato gastrointestinal humano ees&@oetados nas fezes
e/ou urina em grandes quantidades (dtal@d* particulas virais por
grama de fezes), sendo capazes de contaminar duretadiretamente
aguas destinadas ao consumo humano (WYN-JONES; \§BIQD,
2001). Os virus entéricos sdo causadores de divelzancas, como
gastrenterites, infecgcbes respiratorias, conjussyi hepatites,
meningites, encefalites e paralisia.
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A dose infectante desses virus é extremamente ,baddendo
variar de uma a dez particulas infecciosas (WYN-HON
SELLWOOD, 2001). Entretanto, um numero elevado efessyentes
pode infectar o homem de forma persistente e assética, podendo
ser eliminado em fezes e urinas de pessoas sasid@weianos, se
tornando importante fonte de infeccdo e podendsaragérias doencas
em criancas e imunossuprimidos (AGOSTINI et al.9719BOFFIL-
MAS et al., 2005).

Estudos tém demonstrado que pode haver deteccaudeem
tecidos de ostras, mesmo na auséncia de deteccabactérias
(SOBSEY; DAVIS; RULLMAN, 1987; RICHARDS, 2001;
FORMIGA-CRUZ et al., 2005; MCLEOD et al., 2009; SAJ et al.,
2012). Esses resultados evidenciam que um conttelequalidade
sanitaria baseado somente em pardmetros bacteriafiosgarante a
auséncia de patdgenos virais.

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da SEVH®,
2007), aproximadamente dois milh6es de pessoagmaicada ano, na
sua maioria, criancas menores de cinco anos, dawiicamente a
doencas diarréicas associadas ao consumo de agabmentos
contaminados. Por todo o mundo, contaminantes svitm sido
relacionados a diversos surtos de gastrenterités apingestdo de
moluscos bivalves, ainda mais, tendo em vista @gdale estes serem
consumidos crus ou mal cozidos (MURPHY et al., 19M®RSE;
GUZEWICH; HANRAHAN, 1986; POTASMAN; PAZ; ODEH, 2002
CORREA et al., 2007; LE GUYADER et al., 2008; IWANIO et al.,
2010).

Ha cerca de 140 diferentes virus entéricos humaanbkecidos,
dentre estes se destacam os virus de RNA fita esm{idx: virus da
hepatite A e norovirus); virus de RNA fita duplac(Eotavirus) e de
DNA fita dupla (Ex: adenovirus e poliomavirus) (BBJYADER; et al.,
2000; GERBA, 2005).

1.3.1. Virus da Hepatite A (HAV)

O virus da hepatite A (HAV) é um virus pequeno,aaho de 30
nm, com capsideo de formato icosaédrico, ndo epadtn e genoma
RNA de fita simples de polaridade positiva (CUTHBER2001;
HOLLINGER; EMERSON, 2007). A replicacdo do virus ligpatite A
in vivo se d4 na maioria das vezes em hepatdcitos e efascéhiteliais
do trato gastrointestinal & vitro em outros tipos de células nao
hepéticas.
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Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas,A¥ 4 muito
resistente, sobrevivendo por dias, ou meses, quandaontato com
diferentes matrizes contaminadas, como aguas derfip, aguas
residuais, sedimentos marinhos e ostras (CUTHBERDQZ,;
HOLLINGER; EMERSON, 2007). E um dos virus entéritmasnanos
mais comuns, sendo causador de diversos surtosioreddos ao
consumo de agua ou alimentos contaminados em d#/epaises
(KOZLOWSKI et al, 2007; GUILLOIS-BECEL et al, 200
PETRIGNANI et al., 2010; SCHEIFELE et al., 2010er€a de 40%
dos surtos de hepatite A sdo causados pelo conslammoluscos
cultivados em &reas contaminadas por descargagydeos ndo tratados
(PINTO, et al., 2010).

1.3.2. Norovirus Humano (HuNoV)

O géneroNorovirus (HuNoV), da familia Caliciviridae, é o
principal causador de gastrenterites ndo bacteriamatodo o mundo,
sendo estimados 23 milhGes de casos por ano naddsstUnidos da
América (GENTRY; VINJE; LIPP, 2009). Possuem como
caracteristicas estruturais a auséncia de envdéfmigeo, capsideo de
formato icosaédrico contendo genoma formado por Rtdssimples de
senso positivo, com um tamanho aproximado de Z/rar8(SCIPIONE
et al., 2008). Os norovirus sao capazes de canfsacdes em diversos
animais, sendo classificados em cinco genogrupliso&que infectam
humanos (Gl, Il e IV), bovinos (GlIl), murino (GVporcino (GlI) e
felinos (GIV) (ATMAR, 2010).

Estudos epidemiolégicos demonstram que o genogBlp@ o
mais comumente encontrado, causando 75 a 90% dos Eatados de
noroviroses no mundo, principalmente nos meses merno
(NORDGREN et al.,, 2009). O genogrupo Gl foi idao@tio como
causador de surtos associados ao consumo de nelbs@ives (LE
GUYADER et al., 2009). Dentre as caracteristicas ggrmitem que os
HuNoVs sejam tdo prevalentes, é a necessidade depaquena dose
infectante (menos de 10 particulas virais), o lopgdodo que os virus
podem ser excretados nas fezes de um portador, anegm
assintomatico, a alta estabilidade do virus emeeles concentragdes de
cloro e a capacidade de suportar temperaturaséd@0atC (PATEL et
al., 2008).

Ainda ndo héa disponivel um modelo de cultivo celaldequado
para os norovirus humanos. O norovirus murino (MKR\§ Unico que
apresenta capacidade de replicagdovitro em cultura de células
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(WOBUS; THACKRAY; HERBERT, 2006), sendo esta cepitizada
como um substituto para os demais norovirus enrsiigeensaios de
quantificagdo e estabilidade (BAERT, et al., 2008).

1.3.3. Adenovirus Humano (HAdV)

Os adenovirus humanos (HAdV) pertencem a familia
Adenoviridae, sendo que atualmente, sdo conheckifssorotipos
(AdV1-AdV52), distribuidos em seis subgéneros (A(BANYAI, et
al., 2009). Possuem como caracteristicas estratumanuséncia de
envelope lipidico, capsideo de formato icosaédrmmn o genoma
composto por DNA fita dupla (BERK, 2007; MENA; GERB2008).

Os adenovirus podem ser transmitidos ao homem éatrda
inalacao de aerossais, no contato pessoa-pessadexal-oral (através
da ingestéo de agua ou alimentos contaminados) NHGR-CRUZ et
al., 2002; RIGOTTO et al.,, 2010; VAN HEERDEN et, a005)
causando enfermidades que acometem as vias régpsaguperiores e
inferiores causando faringites, pneumonias, doeesgpiratéria aguda,
febres; infecgcbes oculares agudas, como conjugivitcistites;
gastrenterites e diarréia (ALLARD; ALBINSSON; WADEL 2001;
HARAMOTO et al., 2007; KUO et al., 2010).

Apesar de nem todos os sorotipos de adenovirusmsere
responsaveis por causar gastrenterites, todos pegentransmitidos
pela via fecal-oral, sendo excretados em concdiggaga ordem de até
10" particulas virais por grama de fezes, sendo eptineipal via de
transmissdo do virus (HARAMOTO et al.,, 2007). Aergao pode
ocorrer através do contato com aguas contaminadks ipgestéo,
inalacdo ou contato direto com os olhos. A EPA g Norte
Americana de Protecdo do Meio Ambiente) listou dsnavirus como
um dos quatro tipos de virus candidatos a parardetomntaminacao do
ambiente aquético, junto com os calicivirus, cokEadgrus e echovirus
(CROMEANS et al., 2008).

Surtos de gastrenterites ou outras enfermidadesadas pelos
adenovirus vém sendo relatados por diversos estidoessuem em
comum a veiculacdo do virus através do ambientataqyu como por
exemplo, em &guas utilizadas para recreacdo, cayna do mar,
piscinas, rios; agua de superficie; agua de conswatada ou nao
tratada; aguas subterraneas e aguas residuais (RABAKI et al.,
2007; LAMBERTINI et al.,, 2008; SIRIKANCHANA; SHISLE;
MARINAS, 2008).
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1.3.4. Poliomavirus

Os poliomavirus (JCPyV) pertencem a familia Policindae,
apresentando a particula viral de diametro variamde 40-45 nm, com
genoma de DNA circular fechado, de fita dupla. Ré@o possuirem
envelope, sdo resistentes a solventes lipidicos ieativacdo por
formalina (IMPERIALE; MAJOR, 2007).

Os poliomavirus vém sendo recentemente estudados con
modelo de virus emergente para a indicacdo deroordagédo fecal, uma
vez que sdo encontrados com certa prevaléncia fememties amostras
de esgoto analisadas em diferentes partes do nfbiudldDESA, et al.,
2006). A forma de transmisséo ainda ndo é bemdsadaj mas sugere-
se que seja através da transmissdo fecal-oral eviporespiratoria
(BOFFIL-MAS et al.,, 2001; BOOTHPUR; BRENNAN, 2010).
Entretanto, o JCPyV ainda nédo pode ser considaradeirus entérico.
Estes virus sdo frequentemente excretados na \g@tiaja-se que a
cepa JC, seja excretada por aproximadamente 40oad@0populacéo,
corroborando assim, para que sirvam como indicadigeontaminagao
ambiental por efluentes de origem humana (HUNDESAle 2006;
MCNEES et al., 2005).

1.4. ESTABILIDADE VIRAL NO AMBIENTE MARINHO E
METODOLOGIAS DE DETECCAO

Os virus excretados pela via fecal sdo, em gerdh n
envelopados, o que lhes confere elevada resistémcieondicdes
ambientais adversas, podendo permanecer viaveiopgos periodos
na agua, resistindo a condi¢cbes ambientais degfemisrou letais para
outros microrganismos, tais como variagbes de phevadas
temperaturas e elevada salinidade (GRIFFIN et 24103; BOSCH;
ABAD; PINTO, 2005). Estes virus possuem vantagensr&acdo as
bactérias, como marcadores de eficiéncia do procese
descontaminacdo da agua, sendo mais resistentepraosssos de
desinfecc¢édo por cloracéo e radiacdo ultravioleRIEEGIN et al., 2003).
Além disso, podem agregar-se a particulas solidameio aquatico,
protegendo-se dos agentes fisico-quimicos de awdtos (LECLERC;
SCHWARTZBROD; DEI-CAS, 2002).

Os passos basicos para analise viroldgica da adgumad sdo
amostragem, concentragcdo, remoc¢ao de inibidorestecgho viral
especifica (BOSCH; ABAD; PINTO, 2005). Por se apnéagrem
dispersos nas aguas, a concentracdo é um passo ods ensaios de
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deteccdo viral. Um bom método de concentracao slevéecnicamente
simples, rapido, promovendo uma alta recuperagéd, vium volume
final pequeno e com custo acessivel (BOSCH; ABAINT®, 2005).

Por sua fisiologia alimentar, a etapa de concefdragral,
gquando se pesquisa virus nos tecidos das ostras t@&ocritica quanto
nas aguas, uma vez que esses animais bioacumulazausnecidos de
3 a 100 vezes mais particulas virais em relacaonaenitracdo destas
particulas nas aguas onde vivem (BUTT et al., 20®)principal
desafio encontrado é a grande quantidade de imésdpresentes em
seus tecidos, fato que interfere negativamentaeages enzimaticas,
como na amplificacéo génica.

A deteccdo dos virus em amostras ambientais t@waomais
sensivel e eficaz com o advento das técnicas deg@omolecular,
podendo ser realizada através de varias metods|agiano a reacéo em
cadeia da polimerase (PCR e PCR em tempo real) (&t=H., 2009).
Esta dltima pode ser considerada uma forma de gigiecapida e
guantificagdo precisa do genoma de organismos @aitgs em
amostras ambientais (KO et al, 2005). Porém, unsalidatacdes das
técnicas moleculares é a incapacidade de deterrainafecciosidade
viral. Dessa forma, técnicas que possibilitem dategirus viaveis em
amostras ambientais, como técnicas de culturaacelsfio ferramentas
importantes quando se deseja assegurar a auséncidsab de
contaminacao por patdgenos virais, principalmeniedesas utilizadas
para maricultura e lazer como € o litoral da llea&Sdnta Catarina.

Considerando a importancia de Florianopolis no ©Gena
nacional de produgdo de moluscos, o conhecimen&rcacdos
contaminantes microbiologicos presentes na aguailtieo, bem como
a consequéncia da constante permanéncia desseaisamm areas
contaminadas por um longo periodo de tempo satialestevéancia.
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2 OBJETIVOS

2.1.

2.2.

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito cumulativo da contaminacdo micodbgica em
ostrasCrassostrea gigas em um local altamente impactado pela
acdo humana, bem como a cinética de decaimentd efina
amostras de agua do mar, inoculadas com HAdV-2 &N
estocadas a - 80.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Alocar 20 duazias de ostras da espé€e gigas num local
altamente poluido localizado no bairro Saco Grande,
Floriandpolis, SC.

Coletar mensalmente e por um periodo de oito mé&selz, de
ostras e 10L de agua do mar do ponto onde as dstras
inicialmente alocadas.

Monitorar mensalmente a temperatura da agua dalmbrcal de
cultivo das ostras, o indice pluviométrico e a mlatade das
ostras estudadas por um periodo de oito meses.

Quantificar o nimero de coépias genbmicas de HAdWAVH
JCPyV e HuNoV nas amostras de ostra e agua.

Investigar a presenca @almonella spp eE. coli nas amostras de
ostras e agua do mar, respectivamente.

Avaliar a infecciosidade de HAdV nas amostras p@st para
genomas.

Estudar a cinética de infecciosidade de HAdV em siras de
Agua do mar estocadas a’®0
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No més de fevereiro de 2011, vinte duzias de ostasspécie
Crassostrea gigas, adquiridas de produtores da llha de Santa Catarin
foram alocadas na baia norte do municipio de Fépalis, SC,
préxima ao bairro Saco Grande (figura 1).

Figura 1. Foto de satélite retirada do Google M@psw.googlemaps.com)
ilustrando o ponto onde as ostras foram cultivad®srro Saco Grande,
Florian6polis, Santa Catarina, Brasil.

O local avaliado nesse trabalho é considerado aft@poluido
por possuir descarte de esgoto, sem nenhum trat@naarente,
diretamente na agua do mar, como é possivel vismatia figura 2. A
balsa onde as ostras foram cultivadas estava aimagna distancia de
cerca de 200 m a esse descarte.



Figura 2. Foto demonstrando a proximidade entr&lsalile alocagéo das
ostras com um cano de descarte de esgoto. A dstémre eles é de
aproximadamente 200 m. Fonte: Googlemaps (www.googbs.com).

3.2. ANALISES MICROBIOLOGICAS
3.2.1. Ostras

3.2.1.1salmonella spp.

Na avaliacdo da presenca @almonella spp., seguindo as
orientagbes da Resolugdo n°12 da ANVISA/2001, ashas de uma
duzia de ostras foram descontaminadas com alco#/I0 min e
abertas em ambiente asséptico, sendo toda a castesdanimais
homogeneizada em um homogeneizador de tecidos -Tiltrax
(Modelo T25 basic, IKA Labortechinik) e tratadasmmo uma Unica
amostra. Deste homogenato, uma aliquota de 25agfoionada ao kit
comercial de deteccdo ReveShlmonella Test System® (Neogen
Corporation), que consiste de dois meios de cylturainespecifico e
outro especifico par&almonella spp, sendo considerado um teste
completo e de sensivel deteccdo. Primeiramente,licuota foi
adicionada ao meio Revive® (ndo seletivo) diluido200 mL de agua
milliQ estéril e mantido por 2 h a 3C. Transcorrido o periodo de
incubacao foram adicionados 200 mL de agua milk@rd contendo o
meio Reveal@meio seletivo Selenito de Cistina). Apos 20 h gitagdo
constante a 42, 120 puL amostra foi avaliada com o uso de um
dispositivo imunocromatografico, disponivel no kgue detecta a
presenca d&almonella spp. através de reac¢des imunoenziméaticas. A
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presenca de uma segunda banda vermelha ao ladanda bontrole
significa resultado positivo de contaminac¢édo $amonella spp. (figura
3).

A)

B)

Figura 3: Visualizagdo de resultados de deteccdocal@aminacdo por

Salmonella spp. pelo Kit REVEAL Salmonella Test Sys@m
A) Resultado Negativo. B) Resultado Positivo. Fdariana Rangel Pilotto.

3.2.1.2. Analise Viral

Por ndo ser preconizada por nenhuma legislacadenasa
amostra para analise viral da carne dos moluscgailsea coleta
estabelecida, de 12 animais, para a andlise laweridesse tipo
alimento. As ostras foram descontaminadas antesedem abertas,
como descrito no item anterior, e dissecadas cdinatidade de se
trabalhar somente com o tecido digestivo, j4 quedes comprovam
que estes tecidos concentram em maior quantidadevias
bioacumulados (MCLEOD et al, 2009) e por ser coitdteque o
glicogénio presente nos tecidos das ostras poddnr ims reacdes
enzimaticas da PCR (ATMAR et al.,, 1993; MCLEOD &t 2009)
(figura 4). O tecido digestivo das ostras foi hoemgzado, com um
homogeneizador, para a obtencdo de uma soluc&tuatdiquida e
homogénea.
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A) B) C)

Figura 4. Representacéo do procedimento de aberissecacéo das ostras.
A) Ostras em descontaminagdo com alcool 70%. BpGdterta. C) Tecido
digestivo separado do restante do tecido da d3ttas: Mariana Rangel Pilotto.

A partir de 2 mL do homogenato do tecido digestias ostras,
foi realizado o procedimento de eluicdo e conceatraviral conforme
descrito por Lewis & Metcalf (1988), com algumasdificactes, de
acordo com Rigotto et al. (2010). Essa metodolbgia por finalidade
liberar os virus adsorvidos nos tecidos das optes concentra-los em
volumes menores e eliminar possiveis inibidores daacdes
moleculares.

As amostras foram armazenadas em freezer — 80°Ca até
extracdo dos 4cidos nucléicos, conforme item 3.3.

3.2.2 Agua do Mar

3.2.2.1 Escherichia coli

Para proceder a investigacdo e quantificacdo d@rE.coli
nas amostras de agua do mar, 1 mL da agua do maobulada em
placas do kit Petrifilfi (E. coli/Coliform Count EC, Plate 3M) para
pesquisa deE. coli, incubadas em estufa a 37°C+2, seguindo as
orientagcBes do fabricante. Este kit consiste ensistema comercial de
deteccdo que contém os nutrientes do Agar vermatteta-bile
(VRBA), um agente gelificante solivel em agua ftim indicador de
atividade glicuronidasica (5-bromo-4-cloro-3-indgiglicuronideo) e
um indicador de tetrazélio para facilitar a enurp@cadas colbnias. A
placa foi avaliada por um periodo de 48 h, sendaabilizadas as
coldnias azuis com gag&.(coli). O namero total de coldnias positivas
permitiu expressar o resultado em unidades fornaagdde colénia por
100 mL (UFC/ 100mL).
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3.2.2.2. Concentragao viral pela técnica da flagidb organica

A concentracao viral da agua do mar foi realizaela método
da floculacdo organica, segundo descreveu Calgual.e{2008),
utilizando uma solucéo de leite desnatado acidiigaH 3,5, preparado
em 100 mL de uma aliquota da propria amostra (SWitk Powder,
Fluka Analytical). Esta solugéo foi adicionada 40s. de agua do mar
coletado, também acidificado a pH 3,5. Neste pHlplacdo de leite
forma flocos, que funcionam como particulas solidade os virus
presentes na amostra podem de adsorver. Aposrestsgo, a amostra
foi mantida sob agitacao por um periodo de 8 hjidegoor um periodo
de 8 h em repouso para sedimentacdo dos flocoseite IO
sobrenadante foi aspirado, sendo o precipitadaoXapadamente 100
mL) centrifugado a 1.500 ¢ por 20 minutos a°€. O precipitado final
foi solubilizado em 10 mL de tampédo fosfato (NBBy, NaHPO,,
0,2M, pH 7,5), com o objetivo de neutralizar o pd a@mostra. A
amostra foi aliquotada e estocada em freez€lC-8@¢ a extracdo dos
acidos nucléicos.

3.3. EXTRAGAO DOS ACIDOS NUCLEICOS

A extracdo do genoma dos virus foi realizada arpat200 pL
dos concentrados das ostras (ap0s eluicédo) e 4gaa floculagéo) por
meio do kit comercial QIAGEN®, QLAMP MINELUTE VIRUSPIN,
que permite a extracdo do genoma tanto de virus DdiAo de virus
RNA, segundo as orienta¢des do fabricante. O podthal obtido neste
processo de extracéo foi de @l

3.4. PCR QUANTITATIVO (gPCR)

Os ensaios de PCR quantitativo foram realizados par
guantificagdo nimero de cépias virais de todosis pesquisados no
presente trabalho. Todos os ensaios foram reaBzachoduplicatas com
amostras diluidas dez e cem vezes, para minimizgéa de possiveis
inibidores de reacdes enzimaticas presentes megtess nas amostras
ambientais, em placas de 96 cavidades (MicroAmp lidgp
Biosystems), em termociclador Step One Plus (AdpBéosystems).
Em cada ensaio também foram adicionados DNAs padrfigg-
quantificados, com nimero de cépias gendmicasndoide 16a 1d°,
além de controles negativos (que ndo continhanoécidcléicos).
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3.4.1. Plasmideos e Curvas Padrbes

Para a quantificacdo dos virus HAdV, HAV, JCPyV eNdV,
foram utilizadas curvas-padrdes de plasmideos edatas sequéncias
génicas virais clonadas que ja haviam sido preparadteriormente no
LVA.

3.4.2. Reacdo de gPCR para os virus de genoma DNA
(HAdV e JCPyV)

A quantificagdo do nimero de coépias gendmicas tietas
para HAdV e JCPyV foi realizada de acordo com ogtogolos
descritos por Hernroth et al. (2002) e Pal et24106), respectivamente,
utilizando-se o kit “TagMan Universal PCR Masterxii (Applied
Biosystems), mistura que contém o0s reativos nedesgdara a reacdo
de PCR, como a enzima Tag DNA Polimerase, oligautitleos
(dATP, dCTP, dTTP e dGTP) além das condi¢bes saidaquadas. Os
iniciadores e sondas estdo descritos no quadro 1.

Na reacdo de gPCR para HAdV, foi adicionado a mastu
comercial de reativos, os iniciadores ADF e ADRcaacentracao final
de 0,9uM e a sonda ADP1 na concentracdo final de 0,25 Na
reacdo de gPCR para JCPyV, foram adicionados cisdores JE3F e
JE3R na concentracéo final de 1)@ e a sonda JE3P na concentracdo
final de 0,6uM. O perfil de temperaturas utilizado no qPCR pezaois
virus foi de 2 min a 50°C, seguido de 10 min a 9pta ativacdo e
inativagdo respectivamente da enzima UDG que sen@o um
controle de contaminacdo por DNA previamente ptesea amostra
antes da amplificacdo seguido por 45 ciclos dealesréo a 95°C por
15 seg e anelamento dos iniciadores e sonda eséxtambos a 60°C
por 1 min.

3.4.3. Reacdo de transcrigcdo reversa (RT) e de gPQRra

0 HuNoV

Sendo o HuNoV um virus de genoma RNA, previamente a
reacdo de gPCR, foi realizada uma reacdo tranecrie@ersa (RT),
utilizando-se iniciadores randémicos para a sintake DNA
complementar (cDNA). Primeiramente, & do RNA purificado foi
desnaturado a 97 °C por 5 min e resfriado por 2eningelo. Apés o
resfriamento, a amostra foi adicionada a mistureedgdo contendo 20
pmoL de iniciadores randdmicos (Promega), 0,6 mMIAEP, dCTP,
dTTP e dGTP; 100 U/L de da enzima transcriptasersav(MMLV-
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Promega), 20 U de inibidor de RNAse (RNAsin-Promegam
condicbes salinas adequadas e incubacdo a 37°G6(amin em
termociclador, em um volume final de gb.

Na reacdo de gPCR para HuNoV foram usados os doi@a
G1F e G1R (para Genogrupo ) e G2F e G2R (para @epo Il) nas
concentracdes finais de 0,g@b1, e as sondas GlaP e G1bP (para Gl) e
G2P (para Gll) nas concentragfes finais deu®)gquadro 1). O perfil
de temperaturas utilizado no gPCR para os doisgyepos foi de 2 min
a 50°C, seguido de 10 min a 95°C, e 45 ciclos deataracdo a 94°C
por 20 s, e de 56°C por 1 min, tanto para anelaom@os iniciadores e
sonda quanto para extensdo dos iniciadores.



Quadro 1. Iniciadores e sondas utilizados paransaies de qPCR.

Virus Iniciadores e sondas Seqiiéncias 5’ - 3’ Retarcias
ADF CWTACATGCACATCKCSGG Hernroth et al
HAdV ADR CRCGGGCRAAYTGCACCAG (2002) ’
Sonda ADP1 FAM-CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-TAMRA
JE3F ATGTTTGCCAGTGATGATGAAAA
JCPyV JE3R GGAAAGTCTTTAGGGTCTTCTACCTTT Pal et al. (2006)
Sonda JE3P FAM-AGGATCCCAACACTCTACCCCACCT AAAAAGA-TAMRA
HAV F GGTAGGCTACGGGTGAAAC Jothikumar et al
HAV HAV R GCGGATATTGGTGAGTTGTT (2005) ’
Sonda HAVP FAM-CTTAGGCTAATACTTTATGAAGAGATGC-TAMRA
G1F CGYTGGATGCGNTTYCATGA
HNV GI G1R CTTAGACGCCATCATCATTYAC
Sonda GlaP FAM-AGATYGCGATCYCCTGTCCA-TAMRA Kagevama et al
Sonda G1bP FAM-AGATCGCGGTCTCCTGTCCA-TAMRA 9 (§003) :
G2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG
HNV GlI G2R TCGACGCCATCTTCATTCACA
Sonda G2P FAM-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-TAMRA

33
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3.4.4. Reacao de gPCR para HAV

Para a deteccdo de HAV foi utilizado o Kit Quartit®robe
RT-PCR (QIAGEN), pois a reacdo de transcricdo savex a qPCR
ocorrem na mesma reacdo. Os iniciadores HAV-F e HRAYoram
utilizados na concentracao final de 028 e a sonda TagMan HAVP
na concentragao final de 0,1 (quadro 1). O perfil de temperaturas
utilizado na reacdo de gRT-PCR para o HAV foi deausmperatura
inicial de 50 °C por 30 min para a realizacdo da Rdguido por
desnaturacéo a 95 °C por 15 min e amplificacdo ®miclos de 95 °C
por 10 s (desnaturacgéo), 55 °C por 20 s (anelamerggtensdo a 72 °C
por 15 s.

3. 5. VIRUS E CELULAS

As células A549 (células epiteliais derivadas deinama de
pulmdo humano e permissivas ao HAdV-2) e os mago&faRAW
264.7 (derivados déMus musculus e permissivos ao MNV-1), bem
como os virus HAdV 2 e MNV-1 foram gentiimente chkdli pela
Professora Dra. Rosina Girones Llop do Departamaatdicrobiologia
da Universidade de Barcelona (Espanha).

3.5.1. Cultivo de Células

As células A549 (Figura 4) foram cultivadas emrafas de
cultivo celular de tamanho de 75 ou 100°artilizando como meio de
crescimento o meio DMEM (Dulbecco’'s modified Eagtedium)
contendo alta glicose (25 mM), suplementado com de4soro fetal
bovino (SFB, Gibco) e 1% de antibiético e antifioag(PSA Cultilab-
penicilina G 100U/ mL/ sulfato de estreptomicina01@/ mL/
anfotericina B 0,259/ mL).

As células RAW 264.7 (figura 5) foram cultivada®s eneio
DMEM, suplementado com 10% de SFB, 1% de PSA, 1% de
aminoacidos nado-essenciais (Sigma), 1% de L-glm@@imM (Sigma)
e 1,5% de Hepes (Sigma).
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Figura 5. Visualizacédo das células estudadas nmgti6pio 6ptico. A) Células
A549 sob aumento de 100x. B) Células RAW 264.7aobento de 400x.

Tanto para os cultivos celulares quanto duraniefascfes as
linhagens foram mantidas em estufa &33ob atmosfera de 5% GO

3.5.2. Producao dos estoques virais

ApoOs atingirem confluéncia, as monocamadas celsilésram
infectadas com virus para se produzir estoquegyviean uma garrafa
de 75 cm, o meio foi retirado e adicionado 1 mL de uma snsfo
viral, j& presente no laboratério. A garrafa faitibada a 3T por 1h
para que ocorresse a adsor¢ao viral. Apos essedpend inéculo viral
foi removido e adicionou-se meio de manutencdo caiescrito
anteriormente, porém com uma quantidade de 2% Be Sgarrafa foi
observada diariamente, em microscopio 6ptico i@r{Olympus),
para visualizagdo do efeito citopatico nas céludapresenca do virus,
em geral, causa uma modificacdo morfolégica naladiaspedeira, e
gualquer mudanca detectavel na célula devido agéfeé denominada
de efeito citopatico. Células ndo infectadas foraftiizadas como
controles negativos. Quando se obteve 100% deudgsirda camada
celular, as garrafas foram congeladas &’G8@ descongeladas em
temperatura ambiente trés vezes para que possiilas intactas e
infectadas fossem rompidas. A suspenséo foi cegaifa a 600 xg por
20 min para remover restos celulares. O sobrenadantendo os virus
foi titulado, aliquotado, e mantido congelado &’€8até o uso.
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3.5.3. Determinacéo do titulo infeccioso dos fluig virais

3.5.3.1 Padronizagdo da titulacdo do HAdV-2 poraiensle

placa de lise (UFP)

A padronizacdo do método de titulacdo por placdisgedo
HAdV-2 foi baseado no descrito por Cromeans g2808) e Rigotto et
al. (2011). Células A549 foram semeadas em plaeagid cavidades na
concentracdo 2,5x¥@élulas/ mL. Apés 24 h, periodo necessario para
gue as células atingissem confluéncia, a placayada duas vezes com
solucéo salina. Foi adicionado 250 pL das diluiggtadas do virus de
10 a 10°, em triplicatas. A placa foi mantida a°87 em atmosfera de
5% de CQ@ por 1lh, para promover a adsor¢do viral, sendo
homogeneizada a cada 15 min. Apés esse period@cald viral foi
aspirado e adicionado 2,5 mL, por poco, de umac&oluma propor¢céo
1:1 de meio DMEM 2X com alto teor de glicose (somatado com 4%
de SFB, 1% de PSA, 5% de Mg@ 1M e 1% de piruvato de sédio a
100 mM) e BactB"-agar (BD Biosciences). O Battbagar ira impedir
a difusdo da infecgéo viral a partir de uma céinfactada, permitindo
que o virus infecte apenas células vizinhas. Tesgotrés diferentes
concentracdes do Baltbagar: 0,6%, 08% e 1%. Apdés a
polimerizacdo do Baclf-agar, as placas foram incubadas em estufa a
37°C, com atmosfera de 5% de £@br sete dias. Decorrido esse tempo,
a camada contendo meio de cultura e B¥ecamar foi retirada e o
tapete celular corado com cristal violeta 1:5 poniB. ApGs o corante
ser aspirado, as placas de lise foram contadagiardidade de unidades
formadoras de placa por mililitro (UFP/ mL) foi @nida utilizando-se a
formula:

Numero de placas contadas x reciproca da diluicao
Volume adicionado na cavidade

A titulacdo do virus foi determinada pela média ttgplicatas
de trés diluicdes do virus.

3.5.3.2. Titulagéo por Placa de Lise do MNV-1

A titulacdo do MNV-1 foi realizada de acordo conaeBe
Schwab (2008). Células RAW 264.7 foram semeadaplanas de 6
cavidades na concentracdo de°® 16élulas/mL, 24h antes do
experimento. Diluicdes virais de 10a 10° foram preparadas e
semeadas na placa em triplicata. A placa foi manid37C em
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atmosfera de 5% de G@or 1 h para promover a adsorgéo viral, sendo
homogeneizada a cada 15 min. O in6culo viral fonaeido apos a
adsorgdo. Uma solugdo 1:1 contendo meio MEM 2xliésugntado com
2% de PSA, 2 % de L-glutamina, 2% de aminoacidas eskenciais,
3% de hepes e 4% de SFB) e agarose (SeaPlaquesAgdeobaixo
ponto de fuséo, Lonza, CA, USA) a 3% foi adicionadplaca, e esta
novamente incubada.

No momento que as placas de lise se tornaram idsi@ h
apos a infeccdo, uma nova camada da solucédo conteed MEM e
agarose, agora com 0,1% do corante Vermelho Ndoirepbreposta a
primeira camada. As placas de lise foram contagés 6-8 h e o titulo
viral expresso em UFP/ mL de acordo com a formplesentada no
item anterior.

3. 5. 4. Avaliagéo da viabilidade de HAdV por placale lise

3. 5. 4. 1. Ensaio de citotoxicidade

Todas as amostras de tecidos de ostras e de @gusard
positivas no gPCR, foram submetidas ao ensaio amaple lise para
determinacdo da viabilidade viral. Para isso, tmassario determinar a
diluicdo ndo citotoxica das amostras.

As células A549 foram cultivadas na densidade d&02x
células/ mL em placas de 24 cavidades por 24 lpgenecessario para
atingirem a confluéncia. Apos esse periodo, aslagllavadas com
solucéo salina foram adicionados 200 da amostra pura e também
diluidas (seriadamente em base dois) em DMEM, ctm teor de
glicose, suplementado com 2% de PSA e 2% de aitiogerB. As
amostras foram tratadas previamente com 3% de P3A anfotericina
B (250 ug/ mL). A placa foi incubada a 37°C em atmosfersb%e de
CO, durante 1 h, com homogeneizacdo a cada 15 mirns Apgderiodo
de incubacdo, as amostras foram aspiradas e eaticioh,0 mL de
DMEM, com alto teor de glicose, suplementado comde2&FB, 1% de
piruvato de sédio e 1% de PSA.

Apoés 72 h de incubacédo a 37°C em atmosfera de 5@€0deas
células foram observadas ao microscopio invertidoa pvisualizar
possiveis alteracdes morfolégicas provocadas petastras testadas. A
placa foi entdo corada pela adicdo de 2B0de corante preto de
naftaleno (0,1%) (Sigma) e homogeneizada por 15 ani@7°C. O
excedente foi aspirado. A diluicdo escolhida dasstiras para analise
da viabilidade viral foi aquela que ndo provoconataao tapete celular.
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3. 5. 4. 2. Teste de inibic&do de infeccao

Uma amostra de ostra e uma amostra de agua doegativas
para HAdV foram submetidas a um ensaio para detagéo de uma
possivel inibicdo da infeccao viral provocada paleostra. Para isso,
ensaios de placa de lise desenvolvidos segundotocpio descrito no
item 3.5.3.1 foram realizados, sendo as amostadadas com 3% de
PSA e 3% de anfotericina B previamente a infec@qreparo das
amostras foi realizado de acordo com a figura 6.

Amostra de Amostra de Amostra de Amostra de 100
aguadiluida ostra diluida aguadiluida ostra diluida UFP/mL
seriadamente (| seriadamente seriadamente|| seriadamente

+ +
100 100
UFP/mI UFP/mI
| | ! ' }

Células A549

Figura 6. Esquema da diluicdo das amostras pasadesnibicao
de infeccéc

Dessa forma, foi semeada na placa uma amostra tdatoex
tecidual ou de &gua do mar, com uma quantidade ides widvel
suficiente para apresentar efeito citopatico. @dbedr positivos,
contendo apenas o virus diluido em meio de culmraontroles
negativos, contendo apenas as amostras de te@dustrds ou agua do
mar, também foram utilizados.

3.5.4.3. Ensaio de viabilidade viral por placdisie

Todas as amostras positivas para HAdV no gPCRmfora
testadas para determinar a viabilidade do virus Rao, diluicdes ndo
citotoxicas das amostras de 4gua do mar e de sedelmstras foram
submetidas ao ensaio de placa de lise, descritemo3.5.3.1. Todas as
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amostras foram incubadas com 3% de PSA e 3% ddesdnioa B
previamente ao ensaio, e diluidas em meio DMEM, edta glicose,
suplementado com 2% de PSA e 2% de anfotericina B.

3.5.5. Ensaio de recuperacao e estabilidade viraheagua do mar

Para avaliar a recuperacdo viral da técnica daulfigéo
organica, 1H UFP/ mL de HAdV-2 e de MNV-1 foram inoculados em
10 L de &gua do mar. ApGs a adicdo dos virus na, &galizou-se a
concentracdo pelo método da floculacdo organicaabedo com o
descrito no item 3.2.2.2.

Apds o término da floculagdo, o concentrado focidado em
placas de 6 cavidades em uma monocamada de cAkd&s(HAdV-2)
ou RAW 264.7 (MNV-1), com o objetivo de avaliar ecuperacéo de
particulas virais infecciosas pelo método. O restdo concentrado foi
aliquotado em tubos de 2 mL e estocado &€ 80

Para avaliar a estabilidade dos virus em amod&aggua do
mar concentradas por floculagdo e congeladas &G, 80iquotas da
amostra foram descongeladas em tempos diferentesngglamento e
avaliadas pela técnica de placa de lise. Os destangntos ocorreram
1 semana, 2 semanas, 4 semanas e 10 semanascap@slamento.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

A construcao dos graficos utilizados neste trabellooteste de
correlagdo de Pearson foram realizados com o usgrdgrama
GraphPad Prism versédo 5.00 para Windows (GraphB&de8e, San
Diego California EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PADRQNIZACAO DA TECNICA DE PLACA DE LISE
E TITULACAO DE HAdV-2

Para a padronizagdo do ensaio de placa de liseHzsats/-2,
trés concentragcbes de Bacto-agar foram testadi®i, ©,8% e 1 %. A
concentracéo de 0,6% foi a escolhida por ter sickingada que pbde ser
retirada mais facilmente. Além da titulacdo do HAZVtodos os
ensaios de infecciosidade viral foram realizados essa concentracao.

A titulacdo do virus foi determinada através datagem do
numero de placas formadas em cada triplicata dac#dd, em trés
diluicdes distintas. A média dos resultados pewdgterminar o titulo
viral de 4,0 x 16 UFP/ mL. Como controle positivo dos ensaios de
infecciosidade, utilizou-se a diIuigéo61(ﬂ)esse estoque, inoculando 400
UFP/ mL do virus neste controle. Na figura 7 obses® um dos pocos,
corado com cristal violeta, na diluic&o utilizada.

Figura 7. Representacdo de placas de lise formpolagiAdV-2 em células
A549, em um pocgo corado com cristal violeta. FMariana Rangel Pilotto.

4.2. TITULACAO DO FLUIDO DE MNV-1 PELO ENSAIO DE
PLACA DE LISE

O titulo do fluido infeccioso do MNV-1, utilizandse o ensaio de
placa de lise, foi determinado através da contag@mimero de placas
de lise formadas nas triplicatas, de trés diluig&das do virus. Essa
técnica permitiu determinar o titulo viral de 6,0a® PFU/ mL. Para os
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ensaios de placa de lise de MNV-1, utilizou-se cawmotrole positivo
300 UFP/ mL, demonstrado na figura 8.

Figura 8. Representagdo de um poco contendo célalishagem RAW
264.7 infectadas com MNV-1 coradas com vermelhdroed) Visualizacéo de
placas em uma lupa sob aumento de 2x. B) Visudale uma placa sob
aumento de 100x no microscopio Optico invertidotoBp Mariana Rangel
Pilotto.

4.3. ENSAIOS DE CITOTOXIDADE E TESTE DE INIBIGAO
DA INFECCAO VIRAL PELAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

Anteriormente aos ensaios de placa de lise utdiaza® amostras
ambientais, amostras dos tecidos das ostras e ragiode agua,
sorteadas aleatoriamente, foram testadas paraamwldiluicio néo
citotéxica de cada tipo de amostra. De uma formralgamostras de
tecidos de ostras apresentaram baixa citotoxicidpdeas quando sem
diluicdo, sendo utilizada entéo para os ensaigdata de lise a diluicdo
1:2. Ja as amostras de agua do mar apresentarancitotoxicidade
maior, sendo determinada a diluicdo de 1:4 comocitéthxica para 0s
ensaios subsequentes.

A fim de se determinar possiveis inibicdes na igdiecdas células
pelos virus por interferentes presentes nas arsostmbientais, 0s
concentrados de uma amostra de tecidos de ostlasima amostra de
agua do mar foram inoculados com HAdV-2, realizasglcentdo o
experimento de placa de lise. Nao se observou nemfalteracdo da
infeccdo do virus nas amostras em relacéo ao ¢®mnsitivo contendo
apenas fluido viral, fato que demonstra que asctariaticas fisico-
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guimicas dessas amostras nao interferiram comeag#é viral (figuras
9 e 10). O objetivo da realizacdo desse teste decaltar resultados
falsos negativos nos ensaios de placa de lisepteedificado que as
amostras ambientais ndo iriam impedir a infecc&ooddulas por virus
vidveis presentes nas amostras.

Figura 9. A) e B) Ensaio de UFP em células A54%za@do com amostras de
tecidos de ostras inoculados com HAdV-2. Forarizatias as diluicdes 1:2,
1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, assim como um contrele pos{iC+) contendo apenas
fluido viral e um controle celular (CC) contendaeaps o tapete celular. Foto:
Mariana Rangel Pilotto.

Figura 10. A) e B) Ensaio de UFP em células A548izado com amostras de
agua do mar inoculadas com HAdV-2. Foram utilizada diluicbes 1:2, 1:4,
1:8, 1:16 e 1:32, assim como um controle positiy®)(contendo apenas fluido
viral e um controle celular (CC) sem amostra. Olzsse citotoxicidade na
diluicdo 1:2. Foto: Mariana Rangel Pilotto.
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4.4, RECUPERACAO E ESTABILIDADE VIRAL NA AGUA
DO MAR

Foram utilizadas neste experimento duas matrizesgia do
mar: uma amostra do préprio local de coleta desteatho, na regido
costeira do bairro Saco Grande e uma amostra de d@mar filtrada,
retirada da caixa d’dgua existente na UFSC. Demsaaf avaliou-se
uma matriz com muita matéria organica e uma matais limpa.

Para o teste da recuperagéo da técnica da flooutaganica, o
concentrado final do ensaio foi diretamente incdmlaem células
semeadas no dia anterior. Como foram inoculadosigum do mar
HAdV-2 e MNV-1, as células A549 e RAW 264.7 forarilizadas
nestes ensaios. O restante da amostra foi aliquetadantido a - SC,
descongelados apo6s 1, 2, 4 e 10 semanas para aveditabilidade viral
em amostras congeladas. Uma vez descongelada,strami@ utilizada
e descartada. Nenhuma amostra foi re-congelada.

A recuperacdo de particulas virais viaveis pelaodwbgia da
floculacdo organica foi de 10% para os dois vimscilado 18 UFP/
mL de ambos os virus e recuperadb UBP/ mL), nas duas matrizes de
agua de mar utilizadas. Como néo houve diferengadatdidade viral
nas duas matrizes de agua do mar, a figura 11 anostrresultados
somente da agua do mar da regido de Saco Granddayach coletadas
as ostras. A viabilidade das particulas decai gilatknte com o tempo
de congelamento, sendo detectadas diferencas dey (9D%) de
decaimento apés 10 semanas de congelamento. Taoliz&nva-se que
0 HAdV-2 se mostrou mais estavel que o MNV-1. Devis suas
caracteristicas estruturais, os HAdV possuem atabiidade, podendo
permanecer viaveis por determinados periodos deoemm diferentes
superficies e ambientes. Eles sdo capazes de b@pegn por meses na
agua, principalmente em baixas temperaturas (MEBIRRBA, 2008).
A fita dupla de DNA do virus pode fornecer uma mastabilidade no
ambiente, além de poder utilizar as enzimas ddacélospedeira para
reparar danos no DNA (MENA; GERBA, 2008).
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Figura 11. Recuperacao viral da floculacdo organf@@) e da
estabilidade viral de amostras de 4gua do mar tataga —86C a1, 2, 4 e
10 semanas, testadas por ensaio de placa de lise.

Estudos ja& demonstraram haver influéncia da estocag do
congelamento em amostras ambientais. Olson, Axlelicks (2004)
testaram a influéncia da estocagem de amostrasgttodratadas e nao
tratadas em diversas temperatura®C(4- 20C e — 86C) sobre a
viabilidade do bacteriéfago MS2. A temperatura % #i a que menos
afetou a amostra quando avaliada até uma semasaaapdleta. Ja a
temperatura de — 80 foi a que manteve maior viabilidade viral para
amostras avaliadas por um periodo de tempo ma®rugua semana.
Eles afirmam que a temperatura de 2C@ode ocasionar uma maior
formacgéo de cristais de gelo, podendo romper osidaps virais, nao
sendo recomendado 0 uso dessa temperatura paraeaameEnto de
amostras ambientais.

O mesmo sorotipo de HAdV utilizado neste trabalticafzaliado
por Rigotto et al. (2011) na comparacado de duasetifes temperaturas
de estocagem de amostras de aguas superficiaisberrdneas
inoculadas com virus, avaliadas também por ensi&igdaca de lise. A
concentracdo de HAdV-2 foi relativamente estavelt@tos os tipos de
4dgua a 10°C por até 23 semanas e, em algumas amostras, até 43
semanas. Entretanto, além das amostras de adjmadats terem sido
de agua doce (a utilizada neste trabalho foi dea &gplgada), as
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amostras foram autoclavadas previamente a inoculalg®s virus
(RIGOTTO et al., 2011). Esses dados demonstramcgteteristicas
como salinidade da amostra e presenca de micrgisrgas Sao
caracteristicas de extrema importancia na redug&tabilidade viral.

A fim de se comparar a influéncia do congelament n
recuperacao de virus viaveis e de genomas viemnastras de HAdV-
2 foram avaliadas também no ensaio de qPCR, aléplada de lise
(figura 12).

10007

4 Analise por gPCR

-
[=
(=)

% de recuperagao

-
o
PRYIT] PR

&~ Analise por Placa de Lise

L] 1 L) T
Q N 9 ™ N
Semanas de congelamento

Figura 12. Comparacdo da porcentagem de recupepmaqPCR e
placa de lise para HAdV-2.

N&o houve diferenca de deteccdo de cOpias gendmic&mngo
do periodo de congelamento. Entretanto, quandoessnas amostras
foram avaliadas para a presenca de infecciosidaale wn decaimento
de 1 log (90%) foi observado. Isso demonstra guergelamento ndo
teve acao sobre o genoma do virus, demonstrandmesi®o quando se
perdia viabilidade viral, 0 genoma continuava adstectado por gPCR.

Calgua et al. (2011) comparou a deteccao de plagicirais de
HAdV e JCPyV por gPCR e ensaio de imunofluoresefi¢iA) em
amostras de agua. O ensaio de IFA é uma das megiamldisponiveis
para deteccdo de particulas virais viaveis. Apfstamento a 9€ e
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luz UV, os ensaios de IFA apresentaram resultaggmtivos para a
presenca viral. Entretanto, o DNA viral ainda fetettado por gPCR,
demonstrando que os ensaios de deteccdo do gen@hado devem
ser correlacionados com particulas virais infe@sgos

4.5. ANALISE MICROBIOLOGICA NAS AMOSTRAS
AMBIENTAIS

No total foram realizadas oito coletas de ostra#tae coletas de
agua do mar, entre os meses de fevereiro e setedwr@011,
totalizando 16 amostras. O resultado da contaminagérobioldgica
encontra-se na tabela 1 e figura 13.



47

Tabela 1. Avaliacdo da contaminagéo microbiol6giteostras e agua do mar coletadas, mensalmensgtelwito meses, no bairro

Saco Grande (de fevereiro a setembro de 2011).

HAdV HAV HuNoV JCPyV Salmonella Escherichia
Coletas spp coli**
Agua * Ostra ** Agua * Ostra ** Agua* Ostra**  Agua*  Ostra** )
Fev ND 3,90 x 10 ND ND ND ND ND ND positivo ND
Mar 3,30x16 ND 3,30 x 16¢ ND ND ND ND ND positivo ND
Abr ND ND ND 1,40 x 16 ND ND ND ND negativo ND
Mai 1,30x16 8,20x 16 ND ND ND ND ND ND negativo 2.400
Jun 1,90 x 19 ND ND ND ND ND ND ND negativo ND
Jul 2,10x 16 ND ND 1,00 x 16 ND ND ND ND negativo 400
Ago 8,00x10  7,00x 10 ND ND ND ND ND ND positivo 500
Set ND 1,90 x 10 ND ND ND ND ND ND positivo ND
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Figura 13. Avaliagdo da contaminagdo microbiol6gioa ostras e agua
do mar coletadas mensalmente, no bairro Saco Gfdedevereiro a setembro
de 2011).

A coleta de fevereiro representa a avaliacdo indmaambiente.
As ostras proveniente$a fazenda de cultivo ficaram alocadas por um
dia no mar, no local avaliado, antes de serem samils. Nao foi
possivel analisa-las antes de serem alocadas peste. Logo, 0s
resultados positivos para HAdV (3,90 Xdg) g) eSalmonella spp. ndo
necessariamente se referem a uma contaminacacaal®origem das
ostras, uma vez que em um dia as ostras sdo cag@zseacumular
patégenos presentes no ambiente (BOSCH et al., ),20d4€sa
contaminacdo pode ter ocorrido no préprio localcdieta, e ndo na
fazenda de cultivo. Para outras analises, comoatitatie das ostras,
temperatura da agua e precipitacdo, os dados dmehey foram
desconsiderados.

Salmonella spp. foi detectada nas ostras nas coletas de=fejer
margco, agosto e setembro, totalizando 50% das eamodge ostras
analisadas. A baixa positividade pode estar ratacia a auséncia de
surtos nos periodos onde a deteccdo foi negativea vez que a
presenca d&almonella em amostras ambientais coincide com surtos da
doenga na populagdo. As coletas fevereiro e meogwidem com o
periodo de alta temporada turistica da ilha, quaamdmopulacdo de
Floriandpolis é triplicada, havendo um grande aumaea quantidade de
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residuos produzidos e, consequentemente nas descdegresiduos
tratados pela CASAN e daqueles despejados sem ugmatipo de
tratamento, como ocorre nas ligagdes clandestia&sgoto. As coletas
de agosto e setembro representam meses com bairperaturas da
agua do mar (figura 13), fato que pode ter conifoibypara uma maior
estabilidade da bactéria no ambiente. Surtos detregeerites
relacionados a infeccdo pSalmonella spp, apés 0 consumo de ostras,
nao sao mais tdo frequentes, uma vez que a ldiislaeconiza a
auséncia desse patdgeno na carne dos moluscos.

A contagem deE. coli na 4gua sé excedeu ao permitido pela
legislacdo nas coletas de maio, julho e agostarfigl4). Na maior
parte dos meios aquaticos, a presenck.deli pode ser um indicativo
de contaminacdo recente (LAWS, 1993). Em todossegseiodos,
houve forte chuva nos dias anteriores a coleteenubul ser esta a causa
da contaminacao recente. A temperatura da agusadéambém possui
um importante papel na sobrevivéncia He coli em ambientes
aquaticos. Um estudo realizado por Noble, Lee &ffS@004) revela
que a inativacdo de.coli a 20°C foi maior do que a 14°C, sendo esta
bactéria mais estavel a uma temperatura mais baikala que o
processo da inativacdo bacteriana no meio marirdssap diferir de
acordo com a espécie envolvida, poderiooli e Salmonella se
comportarem de maneira diferente, as duas espg@epassiveis de
serem afetadas pela temperatura do ambiente.

Figura 14. Analise d&. coli da coleta T3 de 4gua do mar, indicando a
guantidade de 2.400 UFC/100mL apds 48h. Foto: MariRangel Pilotto.

Além da pluviosidade e da temperatura do mar, eufatores
podem afetar a presenca de bactérias no ambieme, gor exemplo, a
irradiacdo solar. Alguns estudos demonstraram quariacdo diurna
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observada na concentracdo de coliformes foi deidrposi¢cdo ou ndo
a radiacdo solar, sendo o declinio muito menorite jeOMMEPUY,
2006). Floriandpolis € uma cidade que sabidameofe suima alta
incidéncia de radiacéo ultravioleta, principalmemés meses de veréo.
Devido a essas razoes, buscou-se realizar as<aoletmicio da manha
a fim de minimizar diferencas que poderiam ser iocaslas por este
fator.

Apenas um més de coleta apresentou positividade geardois
testes microbiolégicos (Petriflm® e Reveal®). Nm#tros sete meses
de coleta, as amostras apresentaram positividadeapanas um teste,
ou negatividade para ambos. Este dado demonstes hagessidade do
monitoramento de ambos 0s microrganismos, ja gagséncia de um,
nao assegura a auséncia do outro.

Apds a concentracdo viral e extracdo dos acidokinas, foi
realizado o qPCR para cada um dos virus estudémosg 1). Nao se
obteve nenhuma amostra positiva para os HUNoV @l)ee JCPyV.

Existem poucos estudos analisando a presenca g&/ J@Pagua
e, quando encontrados, em geral sdo em concergrag@tivamente
baixas (BOFFIL-MAS et al., 2010; MORESCO et al. 12D Ja uma
analise em moluscos bivalves cultivados na Eur@pa p presenca de
JCPyV, 50% delas apresentaram positividade parairas,vcom
guantificagdo de 1 a 10 particulas virais por gréB@FFIL-MAS et
al., 2001). Em Florianépolis, um estudo publicadte eano encontrou
apenas uma amostra de ostra contaminada dentreo qiifgrentes
locais analisados (SOUZA et al., 2012). Vale destgue os iniciadores
e sondas utilizados neste trabalho sdo especifiec® uma regido
conservada do sorotipo JC, ndo apresentando hoia®lpgra outros
sorotipos (PAL et al., 2006).

Em relacdo a deteccdo de HuNoV, estudos realizados
anteriormente em ostras e aguas de Florianépeliscthram a presenca
do virus em poucas amostras (VICTORIA et al., 20M@RESCO et
al.,, 2011; SOUZA et al., 2012). Realizou-se qPCprellico para cada
um dos dois genogrupos pois a distribuicdo de aeleogrupo é
diferenciada, sendo o HuNoV Gl em geral mais relailo a surtos
causados por moluscos e agua contaminada que su@érindo que Gl
possui uma maior resisténcia a inativagcdo no aridbsperava-se
encontrar HUNoV nas amostras nos meses de invema,vez que se
sabe que esses virus sdo mais estaveis em ternaeraiais baixas
(WYN-JONES et al.,, 2011). Entretanto, ndo se emoantenhuma
amostra positiva para HuNoV.
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Com relacdo ao HAdV, 62,5% das amostras de aguaatoe
50% das amostras de tecidos de ostras foram @EssitApenas uma
amostra de agua do mar (12,5%) e duas amostrdsiaeci(25%) foram
positivas para HAV (figura 13).

HAdV foi o mais prevalente entre os virus analisado
corroborando com dados de outros trabalhos (CALGWAI., 2008;
RIGOTTO et al., 2010; MORESCO et al., 2011; WYN-XE3B\et al.,
2011; SOUZA et al., 2012). Calgua et al. (2008gliaando amostras de
agua do mar através da mesma metodologia de coag@mtutilizada
neste trabalho e deteccdo por qPCR, obteve médiapuantificacédo
gendmica para o HAdV de 1,26 x*16g/ L e Moresco et al. (2011)
encontrou uma média de®1€y/ L em amostras de diferentes praias de
Floriandpolis. Essa alta deteccao de HAdV pode rgugma liberacéo
continua desses virus em fezes humanas, e umaesl&éncia a
estresses ambientais, como temperatura e radidicd«ioleta (WYN-
JONES et al., 2011; SOUZA et al., 2012). A preveig@me HAdV nas
amostras indica que nao houve diferenca de sadadel ja
demonstrado em outros trabalhos (FORMIGA-CRUZ et 2005;
RIGOTTO et al., 2010).

A deteccdo de HAV para agua do mar ficou abaixo do
encontrado por outros estudos realizados em Fp@is. Rigotto et al.
(2010) obteve valores de 16% na deteccdo de HAhesbed-PCR e
Moresco et al. (2011) encontrou 51,5% das amogiosdivas para
gPCR. Entretanto, as duas amostras positivas paAka md presente
trabalho, foram maiores que a Unica amostra pasithtida por Souza
et al. (2012). A deteccédo desse virus em ostrasagmetencdo, uma vez
que a resisténcia do HAV a temperaturas elevadasitpea infeccéo
mesmo em ostras parcialmente cozidas.

As coletas de maio e agosto foram as que apreasntanraior
diversidade de patdégenos, provavelmente devidatmoda ocorréncia
de forte chuva nos dois dias anteriores as coldtagpresenca de
patégenos na agua do mar vem sendo comumente aEs06i
precipitacdo pluviométrica. A ocorréncia de altagpitacdo e surtos
diarréicos na populacdo pode levar a uma alta comégédo da agua do
mar por virus entéricos. No inverno, a viabilidadestes virus
permanece, gracas as temperaturas médias mais s.balksses
acontecimentos podem, além disso, levar a uma digdia da
salinidade da &gua, uma vez que uma maior quastidadagua doce
pode ser levada até o oceano. Esse fato favoregeipatmente as
bactérias que sdo primeiramente afetadas, quarsddiriddade é mais
alta (ORTEGA et al., 2009).
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Houve uma relacdo direta entre maiores temperatiaaéggua e
mortalidade de ostras: coleta T2 com 24°C e 8 dmimmertos e na
coleta TS5 com 16°C e mortalidade zero (figura ¥5)correlacdo de
Pearson comprovou a forte relagdo entre esses,dadefrando que a
mortalidade das ostras aumenta em relacdo ao anmartemperatura
da aguar(= 0,8555P < 0,02).
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Figura 15. Relagdo entre a temperatura da aguaade ra mortalidade
das ostras.

Apesar de ndo ter se encontrado relagdo entresanpe viral e a
temperatura da agua do mar, sabe-se que estergpariante fator para
determinar a integridade viral em amostras ambemamedida que a
temperatura aumenta, processos metabdlicos deibadéprotozoarios
se aceleram, aumentando a predacdo, além de podezntar a
presenca de enzimas degradativas produzidas potaplafungos e
bactérias, podendo provocar a degradacao do capsidé danificando
0s 4cidos nucléicos, DNA ou RNA, virais (OLSON; AKR; HICKS,
2004).

Assim como as ostras podem bioacumular rapidamemteseus
tecidos patégenos presentes no ambiente (BOSCH 20@b), estes
podem n&o ser eliminados rapidamente, podendo etectddos nos
tecidos destes moluscos, estando indetectaveisigass de cultivo.
Pensava-se que as ostras agiam como meros “fjltcmsicentrando
passivamente particulas como bactérias e viruénpdroje se sabe que
virus entéricos podem persistir nos tecidos dosisgos por um longo
periodo de tempo (MAALOUF; POMMEPUY; LE GUYADER, 20).
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Foi demonstrado que HAV pode persistir por variamanas apoés
bioacumulacdo, sendo possivel a deteccdo de viaveiy apos trés
semanas e 0 RNA viral, apds seis semanas (KINGSitEY., 2003), ja
HAdV infecciosos puderam ser detectados em ospds seis semanas
(HERNROTH; ALLARD, 2007). Logo, mesmo que a contaagdo na
agua do mar se disperse, os virus podem aindastirers tecido das
ostras e serem detectados em ensaios moleculdes@abilidade.

Para se testar a viabilidade dos HAdV presentesan@stras
de tecidos de ostras e &agua, foi realizado o erdgmiplaca de lise
padronizado no laboratério durante o desenvolvimelgsse trabalho.
Todas as amostras positivas no qPCR foram subreetidaensaio.
Apenas uma amostra, de agua do mar do més deapagsentou placas
de lise, totalizando 36,8 UFP/mL. Esse resultadstra@ue 0s genomas
virais totais detectados no qPCR podem ter sideegmientes de virus
defectivos e/ou genomas virais livres. Entretaptse resultado pode
também ter sido subestimado, uma vez que os erdaiptaca de lise
foram realizados mais de 10 semanas ap6s a réalizing gPCR sendo
gue as amostras ficaram estocadas a - 80 °C duzas¢eperiodo. Os
ensaios da estabilidade viral realizados no preseabalho mostraram
um declinio de 1 log (90%) na infecciosidade de MA&dapds a
estocagem por 10 semanas a - 80°C. Ou seja, posiddedetectado um
numero menor de amostras com virus infecciosos u#o rgalmente
existia. Devemos também considerar que 0s adesovdniéricos
(sorotipos 40 e 41) ndo sdo adaptados a infeccé@éldias cultivadam
vitro e ndo esta descartada a presenca desses sor@gpa@snostras
analisadas, uma vez que os iniciadores do gPCRhfml@alizados para
flanquear uma regido conservada entre os divessostipos de HAdV
(HERNROTH et al., 2002).

Entretanto, o nimero de UFP encontrada na amdstmaaio
esta dentro do esperado. Ao transformar a unidacde lipro, temos na
amostra um valor de 3,68 x10FP/ L. Nesse mesmo més, tivemos um
valor de copias gendmicas de 1,3 X &/ L. Ou seja, uma diferenca de
3 logs entre a deteccao de virus infecciosos @piax gendmicas. Essa
€ a diferenca que comumente de espera ao se cartipdagdes virais
por gqPCR e por cultura celular.

A deteccdo de virus no ambiente por PCR tambémuposs
limitagBes importantes: ndo se tem certeza daditsicade dos virus
detectados e, em alguns casos, substancias irerantada tipo de
amostra podem funcionar como inibidoras das reagbeimaticas,
produzindo um resultado falso-negativo frente a€RPAIém disso,
controles de qualidade precisam ser empregadosn ad se evitar
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resultados falsos-negativos ou falsos-positivodrelanto, as reacoes
enzimaticas s@o capazes de fornecer resultados esqscificos,
sensiveis e rapidos quando comparado com o isotangenvirus em
cultura celular (PINA et al., 1998; CALGUA et &011).
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5. SUMARIO DOS RESULTADOS

A avaliacdo da contaminacao microbioldgica nasaestr
por um periodo de 8 meses, demonstrou que esses
animais ndo acumulam progressivamente os patdgenos
presentes na 4gua, mas sao capazes de se autardepur
N&o se encontrou nenhuma amostra positiva pargMJCP

e HuNoV (Gl e GlI). Com relacdo ao HAdV, 62,5% das
amostras de agua do mar e 50% das amostras destecid
de ostras foram positivas. Apenas uma amostra da ag
do mar e duas amostras teciduais foram positivea pa
HAV.

N&o houve correlagdo entre contaminagfes virais e
bacterianas.

Os meses que se detectou a maior diversidade de
patdgenos foram aqueles com chuvas nos dias aeterio

a coleta.

Houve uma forte relagéo entre o aumento da temparat
da agua do mar com o aumento da mortalidade das
ostras.

Uma Unica amostra de agua do mar apresentou uma
concentracdo de HAdV infecciosos de 36,8 UFP/mL.
Amostras concentradas de agua do mar congeladas a -
800C por um periodo de 10 semanas possuem um
comportamento diferenciado quando compara-se a
deteccao de cépias gendbmicas com virus infeccidkius.

se observou decaimento na quantidade de copias
gendmicas na amostra, enquanto o numero de pasdicul
virais viaveis decaiu 1 log.
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6. CONCLUSOES

A hip6tese inicial que poderia haver uma contandinag
cumulativa das ostras mantidas durante 8 meses sftionaltamente
impactado pela poluicdo ndo foi confirmada. Issmmmva a grande
capacidade de autodepuracdo desses animais, nolostyea o grau de
contaminacdo dos mesmos é um fator pontual e glarecordo com as
condicdes sanitarias do local, que também é vdriave

Esse trabalho revelou o impacto antropogénico ria @aGrande
Floriandpolis, o que acarreta maiores riscos déaoonacao nos locais
de cultivos de moluscos, devido a proximidade emsses sitios. A
presenca dé&. coli no ambiente revelou uma contaminacdo recente e
continua.

A estocagem de amostras ambientais a °C8040 afeta a
recuperacdo de genomas virais, porém ha uma péadéicativa de
viabilidade viral ao longo das 10 semanas de cangshto.
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