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RESUMO

A regiao da llha das Caieiras, na cidade de Vitéria (ES) esta localizada no entorno
do estuario da Baia de Vitéria e proxima a uma extensa area de manguezal urbano.
E habitada por uma populacdo que diariamente extrai diversos frutos do mar dessa
area para consumo proprio e comercializacdo. Estudos preliminares realizados
recentemente na regido ja& mostraram a contaminagdo da agua e de moluscos
bivalves por microrganismos patogénicos provenientes de contaminacao fecal. O
presente trabalho teve por objetivo ampliar o conhecimento da qualidade
microbiolégica dos bivalves (sururu de mangue: Mytella guyanensis, sururu de coroa:
Mytella charruana e ostra: Crassostrea rhizophorae) procedentes de dois pontos do
estuario desta area de manguezal, ao longo de 13 meses de monitoramento
(Janeiro/2011 - Janeiro/2012). Foram avaliadas um total de 31 amostras para
presenca de coliformes termotolerantes (CT) e virus entéricos (adenovirus — AdV;
rotavirus — RV; e norovirus — NoV Gill), utilizando-se a nested-PCR e PCR
quantitativa em tempo real (QPCR). Também foram avaliados parametros fisico-
quimicos da agua préxima ao ponto de coleta dos bivalves. Os resultados das
analises microbiolégicas do sururu de coroa (n=13), sururu de mangue (n=5) e ostra
de mangue (n=13) demonstraram alta prevaléncia de CT, com médias geométricas
de 1,47x10°, 1,47x10° e 4,24x10* UFC/100g de tecido, respectivamente. Nas
amostras de agua a concentracao de CT apresentou-se em conformidade com o
padrdao exigido para aguas recreacionais. Virus entéricos foram detectados pela
nested e gPCR nos mesmos bivalves com frequéncias variando entre 31 — 54% para
AdV, 54 — 70% para RV e 54 — 85% para NoV Gll. A presenca de AdV e RV esteve
correlacionada positivamente a turbidez e aos sélidos dissolvidos totais (SDT). Nas
amostras de agua do estudrio, os valores maximos quantificados foram 3,0x10?,
3,2x10* e 1,6x10" CG/100 mL para AdV, RV e NoV, respectivamente. A elevada
contaminacao viral e bacterioldgica das amostras indica que esta area continua sob
impacto antropogénico resultante do despejo de esgoto sanitario na regiao, e que o
consumo de diferentes espécies de bivalves procedentes do manguezal da llha das
Caieiras apresenta um potencial risco de causar doencas gastrointestinais aos
consumidores, especialmente se ingeridos crus.

Palavras chave: Manguezal, Moluscos Bivalves, Virus Entéricos, Coliformes
termotolerantes, gPCR.
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ABSTRACT

llha das Caieiras is a region located at the estuary of Vitoria Bay (Vitoria ES, Brazil)
surrounded by a large area of urban mangrove. Great part of the population is
involved on shellfish harvesting as economic as well as a subsistence activity in this
region. Previous studies have already demonstrated water as well as shellfish
contamination by pathogenic microorganisms from fecal contamination. The objective
of this work was to improve the knowledge of microbiological quality of mussels
(Mytella guyanensis and Mytella charruana) and oysters (Crassostrea rhizophore)
colleted from two points of the estuary mangrove area over 13 months of monitoring
(January/2011 - January/2012). A total of 31 samples were evaluated for the
presence of E. coli and enteric viruses (adenovirus - AdV; rotavirus - RV, and
norovirus - NoV Gll), using the nested-PCR and real-time quantitative PCR (qPCR).
Physico-chemical parameters of the water near the point of collection of shellfish
were also evaluated. The results of microbiological analyses of mussels: Mytella
guyanensis (n=5), Mytella charruana (n=13) and oysters (n=13) showed a high
prevalence of E. coli, with geometric mean of 1.47x10° 1.47 x10° and 4.24 x x10*
FCU /100g of tissue, respectively. In water samples the concentration of E coli was in
accordance with the Brazilian Standard for Recreational Waters. Enteric viruses were
detected by nested and gPCR at frequencies ranging from 31-54% for AdV, 54-70%
for RV and 54-85% for NoV Gll. Adenoviruses and rotaviruses were positively
correlated with turbidity and total dissolved solids (TDS). In water samples the
maximum values obtained were 3.0 x10?%, 3.2 x10* and 1.6 X10' CG/100ml for AdV,
NoV and RV, respectively. In conclusion, the high bacteriological and viral
contamination of bivalves indicates that the region remains under anthropogenic
impact, resulted of the discharge of sewage in the region, and that the consumption
of different types of shellfish from llha das Caieiras presents a potential risk of

gastrointestinal diseases to consumers, especially if ingested raw.

Keywords: Mangrove, Bivalve Mollusks, Enteric Viruses, E. coli, gPCR
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1. INTRODUCAO

Cerca de 1/3 da populacao brasileira habita na zona costeira e quase metade reside
a menos de 200 quildbmetros da costa. A ocupacao desordenada, contudo, resulta
em impactos diretos aos ambientes litordneos. O crescimento populacional
pressiona 0 ambiente marinho e costeiro, gerando esgotos domésticos como um
produto inevitavel dos assentamentos humanos.

A populacdo que vive no entorno de areas contaminadas é especialmente afetada,
ja que muitos utilizam este ambiente como sua fonte de subsisténcia e lazer. Outra
consequéncia é a contaminacdo de alimentos marinhos, especialmente os
filtradores, tais como moluscos bivalves (ostras, mexilhbes e vieiras), os quais
podem acumular e concentrar contaminantes presentes na agua, incluindo bactérias
e virus patogénicos, que acarretam em risco a saude quando consumidos in natura
ou mal cozidos.

A regiao da llha das Caieiras, na cidade de Vitéria (ES) esta localizada no entorno
do estuario da Baia de Vitéria e encontra-se proxima a uma extensa area de
manguezal. E habitada por uma populacdo em sua maioria de baixa renda, que se
vale da venda de diversos frutos do mar para consumo préprio e comercializagdo.
Estudos preliminares ja demonstraram que algumas espécies de alimentos marinhos
dessa regido, como o sururu do mangue e carangueijo-uca estao contaminados por
Escherichia coli, virus entéricos (adenovirus e rotavirus) e metais pesados,
colocando em risco a saude da populacdo e dos turistas que usufruem dessa
atracao culinéria.

Técnicas moleculares tém sido cada vez mais utilizadas com o fim de detectar
microrganismos em amostras alimentares e ambientais. Neste contexto, este
trabalho visou avaliar a qualidade microbiol6gica de mexilhdes (sururu do mangue —
Mytella guyanensis e sururu de coroa — Mytella charruana) e ostras (Crassostrea
Rhizophorae) em area de manguezal do sistema estuarino da Baia de Vitéria, ao
longo de 13 meses de monitoramento (Janeiro/2011-Janeiro/12) por analise de
bactérias indicadoras de contaminacao fecal pela técnica da membrana filtrante e de
virus entéricos (adenovirus, norovirus e rotavirus) pelas técnicas moleculares de
nested-PCR e gPCR.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a qualidade microbiolégica dos bivalves (sururu de mangue: Mytella
guyanensis, sururu de coroa: Mytella charruana e ostra: Crassostrea rhizophorae)

procedentes de area de manguezal do sistema estuarino da Baia de Vitéria (ES).

2.2 Objetivos Especificos:

» Detectar indicadores de poluicao fecal (coliformes termotolerantes) na agua e
nos bivalves (sururu de mangue: Mytella guyanensis; sururu de coroa: Mytella
charruana e ostra Crassostrea rhizophorae) utilizando o método da membrana
filtrante.

» Detectar e quantificar virus entéricos (adenovirus, rotavirus e norovirus) nas
amostras de agua e nos bivalves (sururu de mangue: Mytella guyanensis; sururu
de coroa: Mytella charruana e ostra Crassostrea rhizophorae) pelos métodos da
PCR convencional e PCR em tempo real.

» Correlacionar os parametros fisico-quimicos da agua (pH, condutividade,
turbidez, sélidos dissolvidos, oxigénio dissolvido, salinidade, temperatura e
pluviosidade) com a presenca de virus entéricos e coliformes termotolerantes nos

bivalves.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos gerais do saneamento basico no Brasil e impactos de seu déficit
sobre a zona costeira

O Saneamento Baésico tem sido definido pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) como “conjunto de acbes com o objetivo de alcancar niveis
crescentes de salubridade ambiental, nas condicbes que maximizem a promoc¢ao € a
melhoria das condigdes de vida dos meios urbano e rural, compreendendo o
abastecimento de agua, o esgotamento sanitario, 0 manejo de aguas pluviais e o
manejo de residuos sélidos”. A oferta de saneamento basico é fundamental em
termos de qualidade de vida, pois sua auséncia acarreta poluicido dos recursos
hidricos, trazendo prejuizo a saude da populacdo, principalmente o aumento da
mortalidade infantil em decorréncia do aumento de doengas, como a diarréia (IBGE,
2010).

Segundo a Pesquisa Nacional de Saneamento (PNSB) realizada pelo IBGE (2010)
em 2008, pouco mais da metade dos municipios brasileiros (55,2%) tinham servico
de esgotamento sanitario por rede coletora, e apenas 28,5% dos municipios
brasileiros fizeram tratamento de seu esgoto. Mesmo na Regido Sudeste, onde
95,1% dos municipios possuiam coleta de esgoto, menos da metade desses (48,4%)

o trataram.

O crescimento populacional urbano das ultimas décadas certamente apresenta uma
forte correlagdo com este déficit de saneamento nos municipios brasileiros. A partir
da década de 50, com o processo de industrializacdo no Brasil, as inovagdes
econbmicas, ampliagdo dos meios de transporte associados ao éxodo rural, resultou
em maior crescimento das cidades, dando inicio a um processo de metropolizagao.
Em 1970, a populacido urbana ja era mais da metade (55,92%) da populacdo do
Pais. Esse cenario propiciou na década de 90, na maioria das grandes cidades,
inclusive do Sudeste e do Sul do Brasil, 0 aumento da formacgédo de favelas e de

estruturas desorganizadas de moradias (OLIVEIRA, 2008).
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Essa ocupacao desordenada tem resultado em impactos diretos e indiretos sobre os
ambientes litordneos, especialmente por terem se tornado o principal local de lazer,
turismo ou moradia de grandes massas de populagdes urbanas (GEO BRASIL,
2002). S6 no Brasil, essa preferéncia pode ser observada pela concentracdo de
cerca de 1/3 da populacao brasileira habitando na regiao costeira e quase metade a
menos de 200 quildmetros da costa (MMA, 2007).

O desmatamento e aterro de regides costeiras para dar lugar a portos, estradas,
agricultura, carcinocultura estuarina, invasdes urbanas e industriais, tem
comprometido essas areas por ocasionar o derramamento de petrdleo, o langamento
de esgotos, de lixo, de poluentes industriais, de agrotéxicos, assim como a pesca
predatéria (GEO BRASIL, 2002).

E importante ressaltar que os corpos hidricos receptores apresentam a capacidade
de autodepuracdo. No entanto, o crescimento populacional aumentou tao
vertiginosamente a quantidade de esgotos e outros poluentes lancados na Zona
Costeira, proxima aos centros urbanos que sua capacidade foi superada pela carga
poluidora dos efluentes (GEO BRASIL, 2002).

Além do problema da poluicdo, as estimativas mostram que 80% das doencas e
mais de 1/3 da taxa de mortalidade em todo o0 mundo decorrem da ma qualidade da
agua utilizada pela populacdo ou falta de esgotamento sanitario adequado
(BARROSO, 2002).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, no Brasil, os gastos com doencas
relacionadas com &agua contaminada e falta de esgotamento sanitario chegam a
casa dos US$ 2,5 bilhdes por ano (LAZZARINI, 2002), enquanto inimeras doengas
poderiam ser evitadas com a simples presenca de um sistema de saneamento

basico mais abrangente.
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3.2 O sistema estuarino e manguezal da Baia de Vitoria

Os ecossistemas da Zona Costeira de maior relevancia sdo os estuarios,
manguezais e lagoas costeiras, em funcdo do elevado grau de interferéncia com a
gestao de recursos hidricos.

O manguezal é um ecossistema costeiro, de transigao entre os ambientes terrestre e
marinho, fato que o classifica como ambiente complexo, diversificado e de extrema
importancia para a sustentagcdo da vida no mar, principalmente por fornecer as
excepcionais condigdes de abrigo e suporte a reproducao e a alimentacéo inicial da
maioria das espécies que habitam os oceanos (SHAEFFER-NOVELLI et al., 1995).

O Brasil possui de 10.000 a 25.000 km? de manguezais, dependendo da fonte
consultada (YOKOYA, 1995). Desde o Amapa até Santa Catarina sdo encontrados

ao longo de todo o litoral, margeando estuarios, baias, lagunas e enseadas.

Em geral, os manguezais sao afetados por varias condigdes interligadas, como
correntes de 4gua, salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido, etc, e principalmente
por influéncia antrépica, como lancamento de efluentes, invasées e aterros,
disposicdo de lixo urbano, e exploracdo predatéria de seus recursos naturais
(SHAEFFER-NOVELLI et al., 1995).

Os manguezais ao norte da Baia de Vitéria tém sua distribuicdo apresentada na
Figura 1, ocupando uma area em torno de 2.000 ha, distribuindo-se a leste pelo
municipio de Vitéria, ao norte pelo municipio da Serra e a oeste pelo municipio de
Cariacica. Os principais rios que desaguam nesta regidao sdo o Santa Maria da
Vitéria, o Bubu, o Marinho e o Aribiri (RIGO, 2004).

As espécies vegetais presentes no manguezal, comumente denominadas de
mangue, sao haldéfitas. Rhizophora (mangue vermelho) é dos géneros menos
tolerantes a presenca de sal, desenvolvendo-se melhor em regiées onde a agua
intersticial apresenta concentracées menores que 50%.; Avicennia (mangue preto,
siribeira, sirilba) é dos géneros mais tolerantes, sobrevivendo em locais aonde a

agua intersticial chega de 65 a 90%. de sal na agua; o género Laguncularia (mangue
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tinteira) apresenta tolerancia intermediaria quando comparado aos anteriores
(FERNANDES & PERIA, 1995).
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Figura 1: Regido de estudo no entorno da llha de Vitéria (ES) (Fonte: RIGO, 2004).
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Em relagdo as espécies animais, é dificil identificar uma fauna exclusiva do
manguezal, pois 0s animais presentes também ocorrem em outros ambientes
costeiros como baias, estuarios e lagunas. KIERFVE & LACERDA (1993) indicam
levantamentos da fauna dos manguezais brasileiros que encontraram 86 espécies
de passaros, 51 de crustaceos, 33 de moluscos e 185 de peixes, além de mais de
10 espécies de mamiferos. Estes levantamentos incluem espécies residentes,

transientes e migratérias.

Entre essa fauna, encontram-se espécies de valor econdmico, destacando-se o0s
moluscos bivalves, como as ostras (Crassostrea brasiliana), crustaceos, como 0s
caranguejos e siris (Callinectes danae), além de um elevado numero de peixes
quando considerados os resultados das capturas em regides estuarinas e costeiras
(SHAEFFER-NOVELLI, 1987).

Apesar de sua grande importancia socioambiental, os manguezais distribuidos ao
longo do litoral brasileiro e no mundo vém sofrendo inUmeros impactos. Toneladas
de lixo, esgoto doméstico e industrial, aliadas a especulacado imobilidria e a pesca
predatéria, fazem com que diversas comunidades tradicionais, sejam obrigadas a
abandonar suas atividades buscando outras fontes de subsisténcia (NUNES, 1998).

Além disso, € importante ressaltar que anteriormente a principal causa de impacto
ambiental na regido da Baia de Vitdria era representada pelos aterros, conforme
CARMO (1987), FERREIRA (1989) e CARMO et al. (1994). Entretanto, ao longo dos
anos os aterros proximos a regides de manguezais tém sido coibidos pelos érgaos
de controle ambiental e deixaram de ser uma ameaca importante. Os despejos de
esgotos (principalmente domésticos) sem tratamento configuram-se como a grande

ameaca atual a esse ecossistema.

A tabela 1 resume alguns estudos que mostram a contaminacdo do manguezal da
Baia de Vitéria, tanto por esgotos domésticos, quanto por outros efluentes. Estes
estudos demonstram a contaminacdo de algumas espécies de bivalves, como os
mexilhdes, popularmente denominados “sururus”. Estes bivalves podem acumular e

concentrar contaminantes presentes na agua (LEES, 2000; MUNIAN-MUJIKA et al.,
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2000), afetando a saude das pessoas devido ao seu amplo consumo e

comercializa¢do na regiao.

Tabela 1: Avaliagdo de contaminacdo ambiental na Baia de Vitéria realizada por
diferentes autores.

Area de estudo Amostra/ Poluente Autor/ano

) o Estuario/ Esgoto sanitario,
Baia de Vitoria o o Carmo, 1987
agrotoxico e pesticida
Estuario/ Coliformes
Canal da Passagem termotolerantes, E. colie Ribeiro, 2002
enterococos

Manguezal dos rios Aribiri,  Ostras e Sururus/ metais

Santa Maria da Vitéria e pesados: Cd, Cr, Cu, Fe, Souza, 2002
Bubu Mn, Ni, Pb, Zn
. . o Estuario/ Lancamento de . ,
Rio Santa Maria da Vitéria Correia Junior, 2003

esgoto nao tratado
Ostras/ metais pesados:
Baia de Vitoria Zn; agua: Zn, As, Pb e Jesus, 2006

coliformes

3.3 Distribuicao e importancia de Moluscos Bivalves
3.3.1 Como alimento

A classe Bivalvia, pertence ao Filo Mollusca, um grupo muito diversificado do reino
animal, sé ndo ultrapassando em numero as espécies dos insetos e nematoédeos.
Apresentam grande diversidade de habitos de vida e habitats. Sdo encontrados
tanto em desertos quanto em zonas polares. No entanto é em lagoas costeiras e
regides litordneas que alcangam sua maxima diversidade. O numero estimado de
espécies do filo varia segundo o autor. Contudo, chega-se a estimar cerca de 110
mil espécies (BAQUEIRO-CARDENAS et al., 2007).
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Densos bancos de moluscos bivalves ocorrem em estuarios costeiros com uma
produtividade priméria elevada e tém sido uma fonte importante de alimentos desde
a pré-histéria (LEES, 2000).

Estes animais sdo parte importante de uma dieta saudavel, pois contém alta
qualidade de proteina e outros nutrientes. Além disso, sdo de facil digestdo, sem
aditivos e minimamente processados (MURCHIE et al., 2005). Uma dieta bem
equilibrada contendo estes componentes alimentares pode contribuir para a saude
do coracao e ajuda no crescimento e desenvolvimento adequado de criangas (FDA
2011). Isto é particularmente relevante em paises em desenvolvimento onde os
produtos aquaticos sao frequentemente a Uunica fonte de proteina animal
(FAUCONNEAU, 2002).

A extragdo destes alimentos marinhos seja de areas de cultivo, ou areas de
crescimento natural, € uma atividade que forma uma cadeia produtiva geradora de
trabalho, renda, emprego e impostos que €, para alguns municipios, a principal em
importancia econémica. Isso tem possibilitado a integracéo entre cultivo, turismo e
gastronomia que revitalizou algumas localidades (FERREIRA & OLIVEIRA-NETO,
2007). Em ambito mundial, essa pratica tem sofrido aumento exponencial e tornado-
se uma das industrias de mais rapido crescimento entre as industrias de alimentos,
especialmente na Asia (SAPKOTA et al, 2008), onde a China lidera a produgéo
destes moluscos, com 9,5 milh6es de toneladas sé em 2005. Isso representa 70%
da producédo total de bivalves e 80,2% da producdao mundial de produtos da
aquicultura (FAO, 2008).

A produgdo de moluscos no Brasil, apesar dos vastos recursos naturais e
diversificados, esta praticamente restrita ao estado de Santa Catarina, reconhecido
como o principal produtor de ostras (Crassostrea gigas) e mexilhées (Perna perna),
com uma producao de 1.792 e 10.663 t em 2009, respectivamente (EPAGRI, 2009).
Esta producéo classifica o Brasil como o maior produtor de ostras da América Latina.

Assim, ao se determinar as concentracées de contaminantes na carne de bivalves
marinhos, pode-se avaliar de forma direta o risco do consumo destes alimentos,

além de informar quanto a distribuigdo de diferentes contaminantes no ambiente.
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3.3.2 Moluscos Bivalves como indicadores ambientais

Moluscos bivalves apresentam o habito alimentar baseado na filtragdo. Um mexilhdo
chega a filtrar 5 L de agua por hora. Outras espécies de bivalves, como as ostras
podem filtrar um volume ainda maior, como 10 a 24 L de agua por hora (LEES,
2000).

Essa caracteristica fisiologica faz com que a espécie possa assimilar ndo apenas o
fitoplancton que compde o seu principal alimento, mas também contaminantes
quimicos, como pesticidas, metais pesados, biotoxinas, elementos radioativos e
microrganismos patogénicos, como bactérias, protozoarios, helmintos e virus,
presentes na agua circundante. (CROCI et al, 2000; POMMEPUY et al., 2006;
BORRETZEN & SALBU, 2009). Assim, a presenca de microrganismos na carne dos
moluscos bivalves esta diretamente relacionada com a qualidade do ambiente em
que estes se originam e pode ser utilizada como bioindicadora da qualidade da agua
em que vivem (SAPKOTA et al., 2008).

Algumas caracteristicas fazem dos moluscos bivalves marinhos animais
especialmente interessantes para avaliar as concentracbes ambientais dos
contaminantes: ocorrem em estuarios e zonas costeiras; sdo sésseis, 0 que nao lhes
permite escapar da poluicdo se deslocando para outras areas; possuem tempo de
vida relativamente longo, o que permite estudos de largo prazo; ampla distribuicao
geografica, facilitando a intercomparag¢do dos dados obtidos de regides diferentes;
aparecem freqliientemente em alta densidade e sdo de facil coleta; acumulam
concentragdes de contaminantes em seus tecidos acima do encontrado na fonte de
contaminacéo, etc. (CUNNINGHAM, 1979 apud GALVAO et al., 2009).

Seu uso como bioindicadores € baseado em um principio simples: submetidos a
condicbes adversas, 0s organismos se adaptam ou morrem. Portanto, os
organismos que vivem em um dado ecossistema estdo adaptados as suas
condi¢coes ambientais e por isso devem refletir o nivel de preservacao de condi¢cdes
naturais ou as alteracées provocadas pelo despejo de contaminantes ambientais
(CALLISTO et al., 2005).
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Todavia, enquanto vivos e tolerantes frente as diversas alteracbes ambientais,
constituem-se potenciais vetores de doencas, uma vez que podem acumular
substancias ou microrganismos potencialmente patogénicos que estiverem
associados ao material particulado suspenso na coluna d’agua e transferi-los aos
consumidores humanos. Para agravar, essa concentracao de contaminantes pode
chegar a niveis tao elevados quanto 1.000 a 10.000 vezes superior as verificadas na
fonte de exposicado (UNEP, 2004), podendo gerar impactos significativos a saude

publica.

3.3.2 Moluscos Bivalves como um veiculo de doencas transmitidas por
alimentos (DTA)

DTA é um termo genérico, aplicado a uma sindrome, geralmente, constituida de
anorexia, nauseas, vémitos e/ou diarréia. As DTA sao atribuidas a ingestao de
alimentos ou agua contaminados por bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions,

agrotoxicos, produtos quimicos e metais pesados (SVS, 2005).

Além dos sintomas digestivos, podem ocorrer afecgdes extra-intestinais em
diferentes érgaos e sistemas, como: meninges; rins; figado; sistema nervoso central;
terminacdes nervosas periféricas; e outros, de acordo com o agente etiolégico
envolvido. O quadro clinico das DTA depende, portanto, do agente etiolégico
envolvido e varia desde leve desconforto intestinal até quadros extremamente sérios,
com desidratacéo grave, diarréia sanguinolenta, insuficiéncia renal aguda (sindrome

hemolitica urémica) e insuficiéncia respiratoria (botulismo) (SVS, 2005).

Reconhecidamente, pescados e frutos do mar, incluindo moluscos bivalves séo
também causadores de DTAs. Em todo mundo, estima-se que representem 10% das
DTAs e 19% de todos os surtos de origem alimentar notificados (OLIVEIRA et al.,
2011).

As Tabelas 2 e 3 resumem alguns dos agentes bioldgicos encontrados em moluscos

que podem causar DTAs.



Tabela 2: Microrganismos causadores de doencgas veiculadas pelo consumo de moluscos bivalves (Fonte: FAO, 2008; OLIVEIRA et

al., 2011).
. . . . Periodo de Duracao da . .
Microrganismo Etiologia Incubacéo patologia Doencas, sinais e sintomas
Salmonella tvohi 3 semanas Até 4 semanas  Mal-estar, cefaléia, febre, tosse, nauseas, vémitos, constipacao,
yp dor abdominal, manchas vermelhas, sangue nas fezes
Campylobacter sp. 2 a7 dias 3-6 dias Diarréia, dor abdominal mtgnga, febre, mal-estar, cefaléia,
vomitos
Shigella sp. 24 a 72 horas 5-7 dias Dor abdominal, diarréia, sangue e fezes mucosas, febre
Vibrio 2 a 48 horas 2—-14 dias Dor abdominal, diarreia, nauseas, vomitos, febre, calafrios, dor de

parahaemolyticus cabega

Vibrio vulnificus <24 horas 2-3 dias Mal-estar, calafrios, febre, lesées cutaneas

Bactérias Vibrio cholerae 1-5 dias 2-5 dias Diarréia aquosa, vémitos, desidratacao
E. coli . . Y . a

enteropatogénica 1-3 dias 3-7 dias Diarréia aquosa, dor abdominal, febre, vomitos

Stap gfj LZZC;CCUS 1a6h 24 a 48 h Nausea, vémito, dor abdominal, febre

Listeriose, septicemia, infecgbes SNC (meningites),
Listeria 9a48h gastroenterites, endocardites, artrites, encefalites, osteomielites,
Variavel infec¢des pulmonares.
monocytogenes 2 a 6 semanas Febre, dor muscular, nausea, diarréia, forte dor de cabeca e
convulsdes.
Norovirus 1-3 dias 20a72h Diarréia, nduseas, vémitos, dor abdominal
Virus Hepatite A 10250 dias 102 30 dias Febre, mal estar, nduseas, dor abdominal, ictericia
Astrovirus 1a2dias 48 a 72 horas Diarréia, acompanhada por sinais ou sintomas entéricos
Enteroviruses 10a70h 2 a9 dias Nausea, vémito, dor abdominal, mal-estar, dor de cabeca e febre.
Cryptosporidium . Dias a . . T A
Protozoarios SOp. 2 a 28 dias semanas Cdlicas, dor abdominal, diarréia aquosa, febre, vomito.
parasitas Giardia lamblia 1 a 4 semanas Semanas Diarréia crénica ou aguda, flautuléncia, inchago.

Toxoplasma gondii 6 a 10 dias Meses Assimtomatico




Tabela 3: Agentes bioldgicos envolvidos em doengas ocasionadas pelo consumo de moluscos bivalves contaminados (Fonte:

OLIVEIRA et al., 2011).

Periodo de  Duracao da
Intoxicacao Etiologia Incubacao patologia Doencas, sinais e sintomas
Varias especies do género
dinoflagelados 30 min a Horas a 3 Paralisia por intoxicagao de marisco (PSP).
Alexandrium spp. and the freshwater 3h dias Diarréia, tonturas, ndusea levando a paralisia da boca,
cyanophyte labios, fraqueza, disfasia, disfonia, paralisia respiratoria.
Aphanizomenon flos-aquae
. . . . Diarréia por intoxicacao de mariscos (DSP).
D|noflagglgcrjscseg;;ruo,ghsy&s sPp- € 302mk|]n a Nausea, vémitos, diarréia, dor abdominal, calafrios, dor de
pp- cabeca e febre.
. " Neurointoxicagao por mariscos (NSP).
Biotoxinas D2?;rg%géiagﬁ:mi}éngngtd?/%ggs;e 30 min a Formigamento e entorpecimento dos labios, lingua,
breve. desde 2000 cha n}]’ ado Karenia 3h es6fago, tontura, diarréia, vémito, ndusea, calafrios,
’ brevis) inversao de temperatura, hipotensao, arritmias, célicas,
broncoconstri¢cao, paralisia e coma.
Prm,;;;g 2';22;%2 [;lna;ofm:%zlei’ls&il:/do— Aminésia por intoxicagcao de mariscos (ASP).
nitlz)scf%a S écies 24 a48h Vomito, diarréria, dor abdominal, problemas neurol6gicos
P como confuséo, perda de memoria, desorientagéo, coma.
Dinoflagelado P(otoper/d/n/um 30 min a Intoxicacao por azaspiracidos (AZP).
crassipes 24 h

Nausea, vomito, diarréia severa, e célica estomacal.




O risco de intoxicac6es humanas esta ligado a ingestao de bivalves contaminados
com produtos quimicos e de biotoxinas, provenientes de efluentes industriais e
residuos agricolas, além de areas com super crescimento de microalgas. Por outro
lado, o risco de infeccdes humanas esta relacionado com a ingestdo de bivalves
contaminados por parasitas protozoarios, virus e bactérias, que podem ter sua
origem em descargas de esgotos domésticos e vazamentos de tanques sépticos,
entre outras (HERNROTH et al., 2002).

E importante ressaltar, contudo, que quando as DTAs ou surtos alimentares estao
associados a moluscos bivalves, os virus sao os agentes causadores mais
frequentes (LEES 2000, OLIVEIRA et al., 2011). Por outro lado, as internagdes e
mortes sdo geralmente relacionadas com bactérias (BUTT et al., 2004).

O resultado do consumo é a reciclagem destes agentes biolégicos para a
comunidade humana (HERNROTH et al, 2002), sendo o sintoma clinico mais
frequentemente observado a gastroenterite. A gastroenterite € uma importante
causa de morbidade e mortalidade infantil no mundo. Mais de 2 milhées de criancas
e jovens morrem de doencas relacionadas com a gastroenterite ou complicacoes
cada ano, com 85% destas mortes ocorrendo em criangas de paises de baixa renda.
Apesar de pelo menos 25 bactérias e protozoarios diferentes constituirem potenciais
causas de diarréia infantil, mais de 75% dos casos sdo causados por virus.
Rotavirus, calicivirus humanos (HuCV), adenovirus e astrovirus sdao reconhecidos
como etiologias comuns de gastroenterites agudas (YU JIN et al., 2009).

O primeiro surto de gastroenterite viral relacionada ao consumo de moluscos
bivalves, foi reportado no inverno de 1976/1977 no Reino Unido, com 800 pessoas
afetadas (APPLETON & PEREIRA, 1977 apud UMESHA et al., 2008). Desde entao,
varios incidentes de gastroenterite viral associadas a bivalves tem sido reportadas
(LEES, 2000).

Boxman et al. (2010), por exemplo, reuniram os dados de moluscos bivalves
contaminados em toda a Europa. Entre os virus pesquisados, foram detectados
diferentes grupos de virus, como dos RNA fita simples, incluindo enterovirus (EV),
virus da hepatite A (HAV), astrovirus (AV), Aichivirus (Aichi) e norovirus (NoV); os

RNA dupla-fita, rotavirus (RV); e os DNA dupla-fita, adenovirus (AdV). A maioria dos
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dados mostrou a prevaléncia de HAV, NoV e EV em mexilhées e ostras. Essa
andlise concluiu que a ocorréncia dos virus entéricos em bivalves pode ser
detectada tanto em moluscos provenientes de areas poluidas, quanto em moluscos
depurados, destinado ao consumo humano, pois nao apresentaram relacao com E.
coli que é usada para classificacdo de areas préprias ou impréprios de cultivo de

bivalves.

Outros autores verificaram a presenca de virus associados a gastroenterites em
paises da Asia (China, india e Japdo) e da América do Sul (Brasil e Chile) (UEKI et
al., 2005; SINCERO et al., 2006; HERNROTH, 2007; KOU et al., 2008; UMESHA et
al., 2008; SOLER et al., 2009; SERRACA, 2010; YILMAZ et al., 2010), tanto em
ostras, quanto em mexilhdes, seja em ambientes de cultivo, ou em ambientes

naturais.

Pelo fato de as gastroenterites serem atribuidas a um amplo grupo de
microrganismos, sejam bacterianos, virais ou protozoarios (OLIVEIRA et al., 2011), a
seguranga alimentar de moluscos bivalves € estabelecida com um exame
microbiolégico de seu tecido. Visto que essa é também uma doenca de veiculagao
hidrica, o exame microbiolégico de corpos d’agua deve ser estabelecido através da
identificacdo de microrganismos indicadores de contaminacao (ORTEGA et al,
2009).

3.4 Microrganismos Indicadores de contaminacdao fecal: Coliformes
termotolerantes e Escherichia coli

A enumeracao de bactérias indicadoras de contaminacao fecal é utilizada para
avaliar a qualidade sanitaria dos alimentos, sedimentos e &guas destinadas ao
consumo humano, agricultura, aquicultura, industria e recreacdo (PITTA, 2002;
LANDGRAF, 2005).

Tradicionalmente, bactérias coliformes, como coliformes termotolerantes,
Escherichia coli e Enterococcus tém sido usados como indicadores da qualidade
microbiolégica dos moluscos e das aguas de cultivo (MENA & GERBA, 2009). Esses

microrganismos fazem parte da flora intestinal do trato digestivo do homem e dos
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animais de sangue quente e sdo excretados em suas fezes, e por este fato, a
presenca desses no ambiente indica contaminacdo de origem fecal e risco de

aparecimento de microrganismos patogénicos (PITTA, 2002).

O grupo dos coliformes indica a ocorréncia de uma microflora variada que pode ser
encontrada em animais de sangue quente, solos, vegetais ou quaisquer efluentes
contendo matéria organica. O grupo dos coliformes totais inclui todas as bactérias na
forma de bastonetes gram-negativos, ndo esporogénicos, aerdbios ou anaerdbios
facultativos, capazes de fermentar a lactose com producgédo de gas, em 24 a 48 horas
a 35-37°C. O subgrupo dos coliformes termotolerantes se caracteriza por ser capaz
de fermentar a lactose em 24 horas a 44,5-45,5°C, com producdao de gas e
anteriormente era chamado de coliformes fecais. E. coli é a Unica deste grupo que
apresenta como habitat exclusivo o trato intestinal de animais homeotérmicos
(PITTA, 2002).

Trata-se de uma bactéria amplamente aceita como um indicador de contaminagao
fecal, pois ndo é patogénica, é facilmente detectavel e cultivavel, além de ser
encontrada em concentracdes mais altas que microrganismos patogénicos em
aguas superficiais (JAY, 2005).

No entanto, tem sido claramente demonstrado que um controle sanitario baseado
em parametros bacterianos nem sempre indicam a presencga de virus em moluscos
(BOXMAN, 2008; SERRACA et al, 2010). Por isso, a deteccdo de virus em
moluscos bivalves, a fim de avaliar sua qualidade microbioldgica, é recomendada,
pois as bactérias indicadoras, normalmente utilizadas para esta finalidade, nem
sempre podem ser relacionadas com a presenca dos virus, que também sao mais
persistentes e estaveis do que bactérias (PINA et al., 1998; LEES, 2000).

O estudo realizado por Justino (2009) na localidade da Ilha das Caieiras, situada na
Baia de Vitéria verificou altos indices de contaminagdo por coliformes
termotolerantes e E. coli em diferentes pontos do estuario e na espécie do mexilhao
(Mytella guyanensis). Entretanto, alguns pontos de coleta do estuario apresentaram
a concentracdo de E. coli dentro dos padrdes legais de balneabilidade (CONAMA

274/2000), mas ainda assim a presenca de trés diferentes virus entéricos:
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adenovirus, rotavirus e norovirus. A tabela 4 faz uma breve descricdo destes

patégenos.

Tabela 4: Resumo dos virus entéricos avaliados no estudo de Justino (2009) e no
atual trabalho.

Espécie viral
Parametros
AdV RV NoV
Tamanho da
] 80-110 nm 90 nm 30-38 nm

particula

Genoma DNA dupla fita RNA dupla fita RNA fita simples

Envelope Nao envelopados Nao envelopados N&o envelopados

3.5 Virus Entéricos
3.5.1 Caracteristicas Gerais

O termo “virus entérico” compreende todos os grupos de virus que estdo presentes
no trato gastrintestinal humano e que, apds transmissao por via fecal-oral, podem
causar infeccoes ou enfermidades em individuos susceptiveis (WYN-JONES &
SELLWOOD, 2001).

Anteriormente, os virus entéricos eram divididos em dois grupos de acordo com o
crescimento em culturas celulares. O primeiro grupo incluia os enterovirus, como
poliovirus, coxsackievirus e echovirus, que tém bom crescimento e caracterizacao
em culturas de células de primatas e que, normalmente, ndo causam doencas
gastrointestinais. O segundo grupo incluia rotavirus, astrovirus, adenovirus 40/41,
calicivirus (norovirus e saporovirus) e virus das hepatites A e E, os quais sao
agentes causais de gastrenterites ou hepatites e dificilmente crescem em culturas
celulares (WYN-JONES & SELLWOOD, 2001). Com o desenvolvimento de técnicas
moleculares, a partir da década de 80 (SAIKI et al., 1988), uma variedade crescente
de virus entéricos, incluindo os ndo cultivaveis, tem sido identificada no ambiente.
Isso levou a uma nova divisdo classificatéria: (1) ndo enteropatogénicos ou que
causam doencas nao relacionadas ao epitélio intestinal: poliovirus, coxsackievirus a

e b, echovirus, e virus das hepatites A e E; (2) responsaveis pelas gastroenterites



38

agudas em humanos: rotavirus, adenovirus entéricos, astrovirus e calicivirus e (3)
enteropatégenos sem relacdo causal comprovada: coronavirus, enterovirus,

torovirus, parvovirus e reovirus (KOOPMANS et al., 2004)

Os virus entéricos sdo comumente introduzidos no ambiente através de atividades
humanas, tais como langcamento de esgoto em diferentes corpos d’agua. Esses virus
podem ser transportados no ambiente através de aguas subterraneas, estuarinas,
recreacionais, lacustres, agua potavel insuficientemente tratada, pocos privados que
recebem direta ou indiretamente aguas residuais tratadas ou nao, aerossois emitidos
por estacbes de tratamento de esgoto, alimentos, como moluscos bivalves,
crustaceos, frutas e vegetais, além de solos e fomites (figura 2) (FONG & LIPP;
2005; METCALF, et al.;1995).

v v
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* Humanos |, —

Figura 2: Rotas de transmissdao de virus entéricos. A contaminacao de corpos
hidricos por pessoas infectadas com o0s virus ocasionam a contaminagdo de
mariscos, vegetais, frutos e agua potavel causando enfermidades a individuos
susceptiveis (Fonte: METCALF, et al.;1995).
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Apresentam como caracteristica comum a auséncia de envelope viral, o que lhes
confere grande vantagem para a infectividade e persisténcia no ambiente,
possibilitando que sejam transmitidos por diferentes rotas, incluindo a rota zoonética,
0 contato pessoa para pessoa, ou transmissao por algum objeto (KOOPMANS et al.,
2002; BOSCH et al., 2008).

Sdo excretados em altas concentragdes (10° — 10'%g fezes) por individuos
infectados (FONG & LIPP, 2005; BOSCH et al., 2008) e uma vez presentes no
ambiente, sdo altamente resistentes, podendo persistir por meses ou anos, mesmo
em condi¢cdes adversas. Eles podem ser identificados durante todas as estagdes do
ano e as atuais praticas de tratamento de agua e esgoto sdo incapazes de prover
efluentes tratados livres de virus, introduzindo-os rotineiramente em aguas marinhas
e de estudrios. Além disso, ndo apresentam nenhuma correlagdo em termos
qualitativos e quantitativos com os atuais indicadores bacterianos de contaminacao
de aguas. (BOSCH, 1998).

Virus potencialmente patogénicos em esgotos urbanos incluem adenovirus e
poliomavirus, os mais abundantes e comumente encontrados, e enterovirus,
norovirus, rotavirus e astrovirus (GIRONES; 2006). Entre os virus entéricos mais
importantes, transmitidos pela agua, moluscos bivalves e outros alimentos ao
homem, estdo os norovirus, rotavirus, adenovirus, astrovirus enterovirus e os virus
da hepatite A e E (LEES, 2000). A seguir, serd realizada uma descricdo mais

detalhada dos trés virus estudados nesta pesquisa.

3.5.1.1 Rotavirus
3.5.1.1.1 Estrutura e Classificacao

Os Rotavirus pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus. Apresentam
particula viral esférica, com aproximadamente 75 nm de didmetro, sem envelope
lipidico, com capsideo de simetria icosaédrica e genoma dividido em 11 segmentos
de RNA dupla fita. Cada um destes segmentos codifica uma proteina, com excecao
do segmento 11, que codifica duas. Entre as 12 proteinas formadas, 6 possuem



40

funcédo estrutural (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7) e 6 ndao possuem funcoes
estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6) (ESTES & KAPIKIAN; 2007).

As particulas de RV sao formadas por um capsideo externo, capsideo intermediario
e capsideo interno. O capsideo interno é constituido pelas proteinas estruturais VP1,
VP2 e VP3, associadas ao RNA dupla fita do RV. O capsideo intermediario €
formado pela VP6 e o capsideo externo pelas VP7 e VP4 (figura 3) (JAYARAM et
al., 2004).

Segmento
RNA t Proteina
1 —— <— VP{
2 _\’ :: VP3
3 = VP1
47 ¥~ VP4
5—%» —— <— NSP1
6 —» —— <+—\V\/P6

10— — — <— NSP4

11> — — <— NSP5. 6
(A)

- )
Figura 3: Estrutura genémica e tridimensional do virion RV. (A) O gel PAGE mostra

os 11 segmentos de RNA dupla fita do genoma de rotavirus. (B), (C), (D), (E), (F)
Constituicao protéica dos capsideos externo, intermediario e interno (Fonte:
JAYARAM et al., 2004).

A VP6 é a proteina viral mais abundante dos RV (constituem mais de 50 % da
particula viral) e suas caracteristicas antigénicas permitem a classificacdo dos RV
em 7 diferentes grupos (A-G) e subgrupos de RV-A (LI, I+Il, ndo | e nédo Il) de
acordo com o Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (MATTHIJNSSENS et
al., 2011). Os grupos A, B e C sao encontrados em humanos e animais, enquanto os
grupos D, E, F e G apenas em animais (LUNDGREN & SVENSSON, 2001). Os RV-
A possuem maior importancia para saude publica, pois sdo a causa majoritaria de
diarréia aguda em criancas de todo mundo (ARNOLD & PATTON, 2009). A
classificacdo dos RV-A em gendtipos/sorotipos consiste em um sistema binario
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baseado na especificidade das proteinas VP7 e VP4. Para VP7 foram estabelecidos
sorotipos/gendtipos G (glicoproteina) e para VP4 sorotipos/genétipos P (sensivel a
protease). Até o momento foram descritos 27 genédtipos G e 35 gendtipos P
(MATTHIJNSSENS et al, 2011), contudo em decorréncia da grande variacdo
genética e dos muitos estudos com rotavirus, novos genétipos sdo encontrados a

cada ano e novas formas de classificacdo propostas.

3.5.1.1.2 Replicacao

A replicacao do RV ocorre no citoplasma dos enterdcitos maduros, que revestem as
microvilosidades do intestino delgado (LUNDGREN & SVENSSON, 2001). A
penetragcdo do RV pode ocorrer por dois mecanismos: (1) diretamente através da
membrana plasmatica ap6s a clivagem de VP4 em VP5 e VP8 e (2) através do
processo de endocitose, sem a clivagem de VP4 (CONNER & RAMIG, 1997). Apds
a entrada e liberacdo do RNA dupla fita no citoplasma, iniciam-se as etapas de
transcricdo, traducéo, replicacado e maturacdo viral. A etapa de transcricdo envolve a
formacao de particulas de duplo capsideo (DLPs). Na célula infectada, as DLPs sao
transcricionalmente ativas e responsaveis pela sintese dos 11 mRNAs virais, que
serdo traduzidos em proteinas estruturais e nao estruturais. O mRNA também é
utilizado pela RNA polimerase dependente de RNA como molde para sintese do
RNA dupla fita genbémico. Ap6s esta etapa de traducdo e replicacdo, as DLPs
migram para o reticulo endoplamatico rugoso (RER) onde as particulas virais
poderao adquirir o capsideo externo composto pelas proteinas VP7 e VP4, indutoras
da resposta imunolégica no hospedeiro infectado (ARNOLD & PATTON, 2009).

3.5.1.1.3 Patogénese

Ao infectar os enterdcitos maduros nas vilosidades do intestino delgado, RV causam
inflamacéao de leve a aguda, podendo levar a apoptose e subsequente perda da
integridade do epitélio, ma absor¢do no intestino delgado, vazamento de fluidos e
eletrolitos para o lumen. Estes efeitos contribuem para a diarréia aquosa severa e
vémitos, que sao caracteristicos da doenca de RV, que em suas manifestacbes mais
extremas pode levar a morte devido a desidratacdo (LUNDGREN & SVENSSON,
2001; ARNOLD & PATTON, 2009).
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A faixa etaria mais afetada esta entre criangas menores de 5 anos (LUNDGREN &
SVENSSON, 2001), mas surtos em adultos também sdo relatados (GONZALEZ-
LOSA, 2001). Outro aspecto da rotavirose é seu agravamento em individuos
desnutridos, constituindo, portanto, maior taxa de morbidade e mortalidade em
paises em desenvolvimento (LEES, 2000).

Sua transmissao € feita através de alimentos e dgua contaminados e também pelo
contato direto com pessoas infectadas. A dose infecciosa é tao baixa quanto 10-100
particulas e o periodo de incubagdo da doenca dura cerca de 4 a 7 dias, mas as
pessoas infectadas podem continuar a excretar o virus nas fezes por até 20 dias.
Durante este periodo, estes individuos podem excretar concentragcdes de até 10°
particulas por grama de fezes (CARTER, 2005).

Desde sua descoberta, em 1973, os rotavirus tém sido responsabilizados por 20 a
70% das hospitalizacbes e 20% dos 6bitos por diarréia (ALONSO, M., 2001). No
Brasil, somente em 2004, ocorreram 121.521 hospitalizacbes e 2.321 Obitos por
diarréia entre criangas menores de cinco anos. Nesta faixa etaria, admite-se que,
respectivamente, 34% e 40% dessas situagdes podem estar associadas aos
rotavirus. Logo, estima-se que, naquele ano, 41.317 hospitalizagdes e 928 6bitos em
menores de cinco anos foram causados por esses agentes (MS, 2006).

Em 2006, o Ministério da Saude Brasileiro implementou ao Programa Nacional de
Imunizacéo a vacina Rotarix em todos os seus 27 estados e no Distrito Federal. Esta
iniciativa visa acelerar o quarto Objetivo do Desenvolvimento do Milénio, a reducgao
da mortalidade infantil. (DO CARMO et al., 2011)

Em Julho de 2009, a Organizacdo Mundial da Saude (WHO) recomendou a
introducao de vacinas de rotavirus no programa nacional de imunizacao em todos 0s
paises ao redor do mundo. A introducdo da vacina em alguns paises da América
Latina, América do Norte, Europa e Australia reduziu significativamente o numero de

casos de diarréia e de morte nestes paises.
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3.5.1.2 Adenovirus Humanos

3.5.1.2.1 Estrutura e Classificacao

Os adenovirus humanos pertencem a familia Adenoviridae, género Mastadenovirus.
Apresentam didmetro de aproximadamente 70 a 90 nm, sem envelope, de simetria
icosaédrica, contendo DNA dupla fita. Compreendem 52 sorotipos que estédo
classificados em 7 grupos, representados pelas letras de A a G (WOLD &
HORWITZ, 2007) de acordo com a homologia de sequéncia e oncogenicidade
quando injetado em ratos. Cada grupo apresenta um sitio preferencial de infeccéo,
levando a doenca nesses sitios principalmente quando em individuos
imunocomprometidos (CARTER, 2005).

Sao constituidos por 11 proteinas, denominadas polipetideos I, lll, llla, IV, V, VI, VII,
VIII, 1X, X e TP. Destas 11 proteinas, 7 estao presentes no capsideo viral (Il, Ill, 1V,
llla, VIl e IX) e 4 associadas a molécula de DNA, dupla fita, no core viral (V, VII, X,
TP). (Figura 4). O capsideo é constituido de 252 capsémeros, sendo 240 do tipo
hexon (polipeptideo 1l) que formam as 20 faces triangulares do icosaedro e 12 do
tipo penton (polipetideo Ill) que formam os vértices do icosaedro (STEWART et al.,
1993). Da base de cada penton projeta-se uma estrutura protéica denominada fibra
(polipeptideo V), a qual possui comprimento variavel conforme o sorotipo. Na
extremidade de cada fibra, existe uma protuberdncia que possui propriedade
imunogénica tendo ainda como funcdo a adsorcao do virus a célula hospedeira
(FIELDS, 2007).
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Proteinas de Adenovirus

:

pll (Subunidade hexon)

plll (Penton base)

X

pllla (Proteina capsideo)

plV (Fibra)
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pV (Proteina do core) [
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, pVII (Proteina do core) fita

— pVIIl (Proteina capsideo)
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Figura 4: Proteinas e estrutura de AdV. (A) O gel PAGE mostra as 11 proteinas de
AdV. (B) Estrutura tridimensional do virion AdV. (Fonte: WADELL et al. 1980 apud
SIQUEIRA-SILVA 2008).

O genoma possui diferentes unidades (regides) de transcricao. Essas sao referidas
como regides iniciais (E1, E2, E3 e E4), regides iniciais tardias ou intermédiarias (IX
e IVa2) e regido tardia (MLP-promotor maior tardio). As regides E1 e E2 sé&o
subdivididas em E1A, E1B e E2A e E2B, e a regido tardia € processada para gerar
cinco familias de mRNAs tardios (L1 a L5), todos transcritos pela RNA polimerase |l.
Os mRNAs tardios (L1 a L5), gerados pelo processamento do MLP, sao
responsaveis pela producao e montagem dos componentes do capsideo. L1 produz
duas proteinas (52/55k e llla); L2 quatro proteinas (plll,VII, V e X); L3 trés proteinas
(VI, hexon e protease); L4 quatro proteinas (100K, 22K, 33K e pVIll); e L5 produz a
proteina formadora da fibra (1V) (SHENK, 2001).

3.5.1.2.2. Replicacao

Os estudos sobre a replicagdo de adenovirus humanos se concentram em modelos
de crescimento em células de cultura dos sorotipos Ad2 e Ad5. Esses sorotipos tém
sido favorecidos porque séo facilmente cultivados em laboratério. Quando outros
sorotipos humanos tém sido estudados, suas estratégias de crescimento
normalmente tém-se revelado semelhante ao padrdo estabelecido para estes
protétipos (FIELDS, 2007).
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O ciclo de replicacdao dos adenovirus é dividido em duas fases: a primeira inicia com
a interacado da particula viral, por meio da proteina fibra, com a célula hospedeira,
seguida das etapas de adsorcao, penetracdo, movimentacao de particulas do virus
parcialmente revestido para o complexo do poro nuclear (NPC), transporte de DNA
viral através do NPC para o nucleo, e expressao do conjunto inicial de genes. E1A é
quem inicia essa fase precoce da infeccdo. A segunda fase inicia quando esse
conjunto inicial de genes passa a mediar a expressao de outros genes, da regiao
intermediaria (IX e IVa2), que levarao a replicagao do DNA viral, progressao do ciclo
celular, apoptose, e antagonismo a uma variedade de medidas antivirais do
hospedeiro. Os ultimos genes virais (MPLs) sdo expressos e ocorre a montagem de
virions. No final do ciclo, cerca de 10* particulas virais foram produzidos por célula,
juntamente com a sintese de um excesso substancial de proteinas e DNA que nao
s&o montados em virions (FIELDS, 2007).

3.5.1.2.3 Patogénese

Os adenovirus sao capazes de infectar uma variedade de tecidos, sendo
identificados como agentes etiolégicos de diversas patologias, como por exemplo:
sindromes respiratérias, ceratoconjutivites, infecgdes entéricas e renais. Entretanto,
todas as cepas de crescimento no trato respiratério também foram encontradas nas
fezes do individuo infectado. Apenas os tipos 40 e 41 da Espécie F de adenovirus
humanos séo capazes de induzir gastroenterites (CARTER, 2005).

Adenovirus humanos sdo o0 segundo patégeno viral mais importante causador de
gastroenterites em criancas depois de rotavirus, correspondendo no Brasil a 15%
dos casos de morte por gastroenterite (MEHNERT et al.,, 1999). A transmisséao inclui
a rota fecal-oral e contato direto por meio da inalacdo de aerosséis. As particulas
virais podem ser expelidas por longos periodos pelas fezes, urina e secrecoes
respiratérias de pessoas infectadas (FONG & LIPP; 2005). Pessoas infectadas
chegam a excretar 10" particulas virais por grama de fezes. Para adenovirus

humanos ainda ndo ha consenso sobre a dose infecciosa.

Ocorre mais freqlientemente em criancas com menos de 4 anos, caracterizando-se

como uma doenca branda com diarréia e vomito. Em regides de clima temperado, a
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prevaléncia de adenovirus entéricos € maior. No entanto, em paises de clima
tropical, como o Brasil, adenovirus veiculados pela agua tém sido detectados
durante todos os meses do ano, pois apresentam maior estabilidade na agua do que
outros virus entéricos (HORWITZ, 1996; MEHNERT et al., 1999).

3.5.1.3 Norovirus
3.5.1.3.1 Estrutura e Classificacao

Em 1972, foi descoberta uma particula viral de 27 nm em amostras fecais humanas
em um surto de gastroenterite na cidade de Norwalk, Ohio. Este protétipo foi
denominado Norwalk like virus, atualmente conhecido como norovirus (ATMAR,
2010).

Os Norovirus (NoV) pertencem a familia Caliciviridae, género Norovirus. Sao
considerados virus pequenos de aproximadamente 27-40 nm de diametro, nao
envelopados, esféricos de simetria icosaédrica. Seu genoma apresenta em torno de
7.5—7.7 kb de RNA linear, fita simples, de polaridade positiva (ATMAR, 2010). Os

genomas com essas caracteristicas servem como mRNA.

O genoma de NoV esta organizado em 3 ORFs (ORF 1-3). A ORF 1 codifica um
longa poliproteina que apds a traducdo é clivada em 6 proteinas ndo estruturais
(NS1-NS7), incluindo uma NTPase (NS3), uma protease (NS6), e uma RNA
polimerase dependente de RNA (NS7). NoV também codificam uma VPg (NSP5),
presumidamente ligada de forma covalente na extremidade 5 do genoma viral. A
ORF 2 codifica para a proteina estrutural mais abundante do capsideo VP1, e a ORF
3 codifica uma proteina estrutural menos abundante, VP2. Na sua extremidade 3’
sdo poliadenilados (Figura 5) (KARST, 2010).
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RNAm Gendomico
ORF1 ORF2 ORF3

VPgm NS12 NS3 NS4 NS5 NS6 NS7 VP1 VPz m(A)

RNAm subgenémico

VPgm VP1 VPZ m(A)

Figura 5: Organizacao do genoma de norovirus e produtos protéicos. O genoma de
Norovirus compreendem um fita simples de RNA positiva, contendo 3 ORFs. A ORF
1 (coloracao verde), a ORF 2 (coloracdo laranja) e a ORF3 (coloracéao lilas). O

RNAm subgendmico é produzido durante a replicacao viral (Fonte: KARST, 2010).

Estdo classificados em 5 genogrupos (GI-GV), baseados na diversidade da
sequéncia dos aminoacidos da VP1, que constitui a proteina estrutural mais
abundante do capsideo. Estes genogrupos ja foram identificados em diversos
hospedeiros, entre eles suinos (Gll), bovinos (Glll), murinos (GV), caninos e felinos
(GIV). Em humanos, apenas os genogrupos Gl, Gll e GIV foram identificados como
capazes de causar infeccdo. Os genogrupos estdo subdivididos em 35 grupos
distintos ou gendtipos (8 Gl, 21 Gll, 3 GllIl, 2 GIV, e 1 GV) (CDC, 2011).

3.5.1.3.2. Replicacao

A proteina VP1 do capsideo de NoV é adsorvida aos antigenos presentes nas
glicoproteinas ou glicolipideos de eritrécitos e células epiteliais das mucosas do
intestino (TAN & JIANG, 2005). O RNA genbmico viral de polaridade positiva
funciona como molde para a sintese dos RNAs gendmico e subgenémico
intermediarios de polaridade negativa. A proteina VPg, presente na extremidade 5’
do genoma é uridilada e age como iniciador para a replicacdo destes RNAs de
polaridade negativa que estdo poliadenilados. A RpRd é a enzima responsavel por
esta sintese (ROHAYEM et al., 2006). O inicio da traducdo do RNA viral acontece
quando os fatores de iniciacao da traducao celular se unem a proteina viral VPg e
recrutam o ribossomo iniciando desta forma o processo da traducao das proteinas
virais (CHAUDHRY et al., 2006). A ORF1 é codificada e a protease viral processa as
clivagens da poliproteina produzida originando as proteinas nao estruturais
funcionalmente ativas. O RNA subgenémico é responsavel por traduzir as ORFs 2 e
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3, levando a sintese das proteinas estruturais VP1 e VP2 (figura 6) (ATMAR, 2010).
Finalmente, o RNA gendmico é empacotado formando as particulas virais
infecciosas (ASANAKA et al., 2005)

VPg
O

(A, +
RNA Genémico (7.5-7.7) I N

Fita negativa intermediaria

VPg
O

RNA Subgenémico (2.3-2.5 kb) l

Virus ou VLPs

ORF2 ORF3 '
(A), +

Figura 6: Estratégia de replicagdo dos norovirus. NoV sao virus RNA de fita positiva,
com 3 ORFs. A replicacdo ocorre com a sintese de uma fita RNA negativa
intermediaria. O RNA gendmico e subgendmico sao codificados gerando proteinas
estruturais e nao estruturais funcionais (Fonte: ATMAR, 2010).

3.5.1.3.3. Patogénese

A infeccdo por NV ocorre no intestino delgado, provocando lesbées na mucosa que
resultam no surgimento da diarréia (TROEGER et al., 2009). Apdés um periodo de
incubacdo que varia entre 24 a 48 horas, outras manifestagdes clinicas, além da
diarréia aquosa sao observadas, como o inicio subito de vomitos, dores abdominais,
mal-estar, febre e mialgia. A infecgdo por NV pode acometer individuos de todas as
faixas etarias, mas a gastroenterite causada por NV geralmente é auto-limitada e os
sintomas sao resolvidos em quatro a seis dias. Complicacdes s6 costumam ocorrer
em criangas menores de 5 anos, idosos maiores de 65 anos e pacientes
imunodeprimidos (MATTNER et al., 2006; HARRIS et al., 2008).

Norovirus sao altamente transmissiveis e podem se espalhar através de exposi¢ao a
fontes de agua ou alimentos contaminados, contato pessoa-pessoa, aerossol de
particulas de vémito e fébmites (CDC, 2011). Pessoas infectadas podem eliminar os

virus nas fezes apos o periodo sintomatico por mais de 20 dias originando uma fonte
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de contaminacao para possiveis novos casos de gastroenterite (ROCKX et al.,
2002). A transmissdo dos NV é muito eficiente devido a alta infecciosidade deste
virus; doses tao baixas quanto 18 particulas virais sdo descritas como suficientes
para causar infeccao (TEUNIS et al.,, 2008). Teunis et al (2008) ainda demonstrou
que a probabilidade média de desenvolver uma infecgdo por uma Unica particula
viral € de 50%. Adicionalmente, os NV sao eliminados nas fezes das pessoas
infectadas em concentragdes tdo elevadas que podem chegar até 1,6 x10'? copias
de genoma/g de fezes (ATMAR et al., 2008), além de serem altamente resistentes

no ambiente.

Por estas caracteristicas, os NV causam surtos de gastroenterite principalmente em
ambientes de uso coletivo tais como hospitais, clinicas geriatricas, escolas, cruzeiros
e restaurantes, afetando individuos de todos os grupos etarios (ROCKX et al., 2002;
WIDDOWSON et al., 2005). Estima-se que os patégenos humanos pertencentes ao
género Norovirus sao responsaveis por causar até 95% dos surtos de gastroenterite
nao bacterianas, e 50% de todos os surtos de gastroenterites no mundo inteiro
anualmente. Sdo a causa de mais de 1 milhdo de hospitalizagdes e 200.000 mortes
de criancas em paises em desenvolvimento (KARST, 2010). No Brasil, diferentes
estudos tém detectado NV em casos de gastroenterite aguda em criangas e adultos.
S6 na cidade de Vitoria, Espirito Santo, Ribeiro et al. (2008) relatou a ocorréncia

destas infecgdes em até 40% dos casos estudados.

3.6. METODOS USADOS PARA DETECCAO DE ViRUS ENTERICOS HUMANOS

Mais de 100 espécies de virus de origem fecal sdo lancadas no ambiente,
contaminando agua e alimentos de regides prdéximas ao lancamento de esgoto
(TEUNIS et al, 2008). Nos ultimos 60 anos, progressos nos métodos de detecgéo de
virus com o desenvolvimento das técnicas de imuno-afinidade, de cultura de células
e baseados na deteccao de acidos nucléicos tém permitido diagnosticar a presenca
de virus em diferentes matrizes. Além disso, a utilizacao destes métodos ampliou o
conhecimento das estruturas virais e suas funcdes a nivel molecular (METCALF et
al., 1995).
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Todavia, a deteccao de virus entéricos, seja em amostras ambientais ou alimentares
requer indispensavelmente uma etapa precedente de preparacdo da amostra. A
escolha do procedimento varia de acordo com a matriz estudada e visa separar as
particulas virais de interesse das matrizes as quais estdo associadas (eluicao),
concentrando-os em pequenos volumes, passiveis de serem processados para
identificagéo viral (LE GUYADER, 2000).

Em amostras de moluscos bivalves, a principal dificuldade para analise de virus é a
sua caracteristica intrinseca de reter contaminantes em seu tecido pancreatico,
também chamado de diverticula digestiva (BOSCH et al., 2010). Os mecanismos
propostos como responsaveis por essa retencao tém sido ligacdo idnica, fixacao
mecanica e interagdo com anticorpos especificos ao tecido destes animais (BOSCH
et al., 2010). Os métodos que tém sido descritos como mais eficazes para liberar as
particulas virais retidas nos tecidos e concentra-las, sdo a precipitacdo com
Polietilenoglicol (PEG), ultracentrifugacdo, e ultrafiltracdo (MATTISON & BIDAWID,
2008; BOSCH et al., 2010).

Apds a etapa de preparacdo da amostras, diferentes metodologias podem ser
utilizadas para deteccao viral, sendo principais as técnicas imunoldgicas, de cultura
de células e moleculares.

Os métodos imunolégicos (soroldgicos) tais como  radio-imunoensaio
imunofluorescéncia, imuno-microscopia eletrbnica ou ensaio imunoenzimatico
(ELISA) baseiam-se na interacao entre um antigeno viral e um anticorpo; o anticorpo
de captura liga-se ao antigeno viral e o complexo formado é detectado através de
moléculas cromogénicas ou fluorogénicas. O limite de deteccao varia de acordo com
a variabilidade do genoma viral e a afinidade da interagdo antigeno-anticorpo. Os
métodos imunoldgicos requerem aparelhos sofisticados e formacao especializada, e
geralmente ndo tém o grau de sensibilidade necessaria para detectar as baixas
quantidades de virus esperados em amostras ambientais (YUN YEH et al., 2008).

Os métodos de cultura de células permitem a propagacao de virus cultivaveis em
geracdes de células hospedeiras até alcangcarem um numero suficiente para sua
deteccdo. O método de cultura de células constitui o padrdo ouro para o diagnostico
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de virus, porque é Unico método disponivel para deteccao de particulas virais
infecciosas e pode alcancar uma detec¢do tao baixa quanto 1 unidade formadora de
placa (UFP) por volume. No entanto, alguns virus de grande significado clinico, tais
como astrovirus ou norovirus sao fastidiosos, ou seja, ndo podem ser cultivados ou
apresentam crescimento deficiente em cultura de células. Para o estudo destes e
outros virus nao cultivaveis, técnicas alternativas tém sido usadas, como as técnicas

moleculares de deteccao de acidos nucléicos.

As técnicas moleculares requerem uma etapa preliminar de extracdo de &acidos
nucléicos. Essa etapa pode oferecer a oportunidade adicional de se concentrar e
purificar o material testado, por remover compostos inibidores presentes tanto em
amostras ambientais, quanto de alimentos (MATTISON & BIDAWID, 2008). O
processo de lise da particula viral é realizada com o auxilio de algum produto
quimico, normalmente o tiocianato de guanidina, e a maioria dos protocolos
utilizados para este fim sdo baseados no método de Boom et al que apresenta como
principio a ligacao dos acidos nucléicos as esferas de silica (BOOM et al., 1990).

Apébs extracdo de acidos nucléicos, diferentes métodos podem ser utilizados para
detecta-los, sendo os mais comuns a Reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
Transcricao reversa PCR (RT-PCR), e PCR em Tempo Real ou Transcricao reversa
em Tempo Real (RT PCR).

A PCR consiste em um método in vitro de amplificacdo enzimatica de sequéncias
especificas de DNA (ALBERTS et al., 1997). Essa amplificacdo ocorre em 3 etapas:
desnaturacao do DNA, anelamento dos primers (iniciadores), e polimerizagao (figura
7). Assim, poucas copias de DNA ligados aos primers podem ser amplificadas a um
nivel detectavel (figura 8).

A deteccao do produto amplificado é realizada por eletroforese em gel de agarose,
com visualizagdo em luz ultravioleta. Este método apresenta alta sensibilidade e
especificidade, mas as multiplas etapas necessarias para sua realizacao fazem com
que além de excessivamente laborioso, ele seja passivel de contaminagcdo com o

préprio produto de amplificacdo gerando resultados falsos positivos.
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1° etapa: 2° etapa: 3° etapa:
]
| Desnaturacéo Anelamento de primers Polimerizacdo
Fita-molde DNA

I
— | N
Fragmento Primers DNA
alvo Polimerase

Figura 7: Etapas da amplificacdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
(Fonte: SCARPATI, 2012).
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Figura 8: Amplificacdo exponencial da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
(Fonte: VIERSTRAETE, 1999)

Por essas razbes a PCR convencional e RT-PCR tém sido substituidas em sua
maior parte por PCR em Tempo Real e RT-PCR em Tempo Real. Os ensaios em
Tempo Real combinam a amplificacdo primaria com a deteccdo do produto
amplificado em uma Unica reacao. Isso € feito utilizando marcadores fluorescentes e

métodos sensiveis de mensuracao da fluorescéncia emitida.
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Os marcadores fluorescentes, também chamados fluoréforos ou sondas, utilizados
na reacao sao moléculas que absorvem e emitem luz em um comprimento de onda
especifico. Esses marcadores sdao desenhados com base na sequéncia do
fragmento alvo a ser amplificado. A PCR em tempo real apresenta trés diferentes
tipos principais de sondas: SYBR® Green, Molecular Beacons e a utilizada neste
trabalho, a TagMan.

O sistema TagMan contém um corante fluorescente ligado ao seu terminal
5'(reporter) e um inibidor de fluorescéncia (quencher) ligado ao seu terminal 3'.
Durante o processo de amplificacdo a sonda TagMan é degradada devido a
atividade exonuclease 5—3 da TagDNA polimerase separando o quencher do
repoter na fase de extensao (polimerizacao). Essa separacao resulta na emisséo de
emissao de fluorescéncia pelo repdrter, que é diretamente proporcional a quantidade
de DNA alvo presente na amostra e € aumentado exponencialmente (figura 9)
(WANG; 2002).

1.Polimerizagdo

Iniciador “foward” o SONDA

Iniciador reverso

2.8Substituicdo da fita

3.Clivagem o :mﬁ'rﬁ WIRTRTRTRTRTRTRTETRTNTIN
-

\ 0 P ——TTTII

4.Polimerizagdo finalizada o o
el L

F = Fluorsforo
Q-= Quencher

W, e e e
v

Figura 9: PCR em tempo real com sonda TagMan (Fonte: NOVAIS & ALVES, 2004).
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As principais vantagens deste sistema sdo a reducado do tempo necessario para a
realizacdo de teste e baixo risco de contaminagcdo com o produto amplificado. Além
disso, este método permite a quantificacdo da carga viral por meio de comparacao
com uma curva padrao (NIESTERS, 2002).

Assim, a busca e escolha de métodos mais rapidos e sensiveis para verificar a
qualidade microbiol6gica de bivalves podem contribuir para certificacdo da obtencao
de alimentos mais seguros, que estejam em conformidade com a legislacédo

especifica.

3.7 Legislacao referente a qualidade de Moluscos Bivalves

O risco de doencgas infecciosas associadas ao consumo de moluscos bivalves tem
sido reconhecido por muitos anos. As medidas de protecdo adequadas podem ser
uteis em reduzir a probabilidade de contaminagdo de mariscos por microrganismos
patogénicos e ainda na protecdo da saude publica. Consequentemente, a maioria
dos paises tem promulgado controles sanitarios para a producao destes mariscos.

3.7.1 Europae EUA

Na Europa, todos os paises seguem os padrdes recomendados pela The European
Union Shellfish Quality Assurance Programme (EU SQAP), que classifica os
moluscos bivalves em trés classes: A, B e C, de acordo com a quantidade
encontrada de Escherichia coli por 100g o produto. Os niveis de E. coli
estabelecidos nos Regulamentos (CE) n. ¢ 854/2004 e 853/2004 (anexo lll, secéo
VIl) do Parlamento Europeu e do Conselho, de 29 de Abril de 2004 podem ser

visualizados na tabela 5.
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Tabela 5: Classificacdo Européia de areas de crescimento de bivalves de acordo
com a presenga de Escherichia coli.

Categoria NMP E. colipor 100g de Tratamento requerido
tecido de molusco bivalve

A 2230 Consumo humano direto

B [230; 4600] Depuragao ou
transferéncia para atender
Categoria A

C [4600; 46000] Transferéncia prolongada
para atender Categoria A
Transferéncia para
atender Categoria B e
depuracao

As Diretrizes Européias n? 113/2006 e 41/2004 do Conselho Europeu (CE) sao
guias, baseados nos niveis de indicadores microbioldégicos de bivalves. Essa
classificacao determina se os bivalves podem ser consumo direto ou se precisam ser
previamente tratados antes de sua comercializacdo. Moluscos que nao estejam em
conformidade com estes critérios (acima de 46000 NMP de E. coli/100g de tecido,

“Categoria D”) ndo podem ser coletados e comercializados (area de cultivo proibido).

Enquanto a Unidao Européia estabeleceu um sistema de classificacdo das areas de
cultivo baseado na analise dos moluscos, a legislacao dos Estados Unidos se baseia
em padrdes estabelecidos para as aguas provenientes das areas de cultivo dos

moluscos.

Nos Estados Unidos, a FDA (Food and Drug Administration) possui um Programa
Sanitario Nacional para moluscos (National Shellfish Sanitation Program), um guia
para o controle do crescimento, processamento e transporte de moluscos. Os
critérios utilizados para o controle de areas de extracdo/cultivo/depuracdo de
moluscos bivalves, baseado em densidade bacterioldgica, sdo divididos em
categorias: aprovado, condicionalmente aprovado, condicionalmente restrito, restrito
e proibido.

A Categoria “aprovado” define as areas limpas de crescimento de mariscos, de onde
os bivalves podem ser colhidos. Bivalves em areas de cultivo que ndo cumprem com

os critérios de satisfagdo, ou sem classificacdo devido a falta de levantamentos
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sanitarios ndo podem ser colhidos para consumo humano e sdo definidos como
"restrito". Restricdo de colheita também pode ser empregada por curtos periodos de
tempo como resultado da previsivel ou esporadica poluicdo. Tais areas sao

classificadas como "condicionalmente aprovada" ou "condicionalmente restrita".

Outros aspectos importantes também sido considerados a fim de reduzir a
contaminacao e minimizar os riscos inerentes do consumo de moluscos. A legislacéao
estabelece requisitos desde o momento em que 0s moluscos bivalves sao coletados
até o seu consumo (coleta de amostras, armazenamento, depuracao,
processamento, metodologias laboratoriais de andlise e distribuigdo). Essas Normas
de higiene alimentar sdo estabelecidas no Regulamento N ° 852 de 2004 da Uniéao
Européia. Outros regulamentos impdem os limites microbiolégicos aceitaveis para
diferentes alimentos incluindo bivalves, como o Regulamento n® 2073 de 2005.

Ambas as classificacoes, européia e americana, determinam se os moluscos podem
ser enviados para consumo direto ou devem ser tratados previamente para a
comercializagdo (LEES, 2000). O tratamento prévio envolve diferentes métodos de
depuracao dos moluscos bivalves, até que se enquadrem nos padrdes de qualidade

sanitaria estabelecidos.

Entretanto, a eficiéncia destas praticas de purificacdo € questionavel, uma vez que
tem por base apenas o padrdo de bactérias indicadoras para garantir a segurancga
dos moluscos. Sabe-se que ha uma falta de correlacao ja bem estabelecida entre a
presenca de indicadores bacterianos e agentes patogénicos virais, seja em amostras
de moluscos bivalves ou de agua (BOSH, 1998; LEES, 2000). Adicionalmente,
varios trabalhos mostram que existem diferencas nas taxas de eliminagdo de
bactérias indicadoras em relagdo aos virus durante o processo de depuracao
(MARINO et al.,, 2005, MURCHIE et al., 2005, ROMALDE et al., 2002). Isso é
significativo, pois a ocorréncia de bactérias patogénicas em alguns moluscos
geralmente ndo representa um risco para a saude publica porque o0s niveis
necessarios para causar a doenga excedem em muito os presentes. Em contraste,
os virus infecciosos, mesmo em numeros muito baixos, podem causar doenca, 0

que torna a depuracgao total de virus essencial para garantir a seguranca publica
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(LEES, 2000). Assim, os indicadores mais representativos e precisos sdo procurados
a fim de melhorar o controle microbiano de marisco (FORMIGA-CRUZ et al., 2003).

3.7.2 No Brasil

No Brasil, o Comité Nacional de Controle Higiénico Sanitario de Moluscos Bivalves -
CNCMB, instituido pelo Decreto n° 5564 de 19/10/2005 e coordenado pelo
Ministério da Aquicultura e Pesca se constitui em um colegiado técnico-consultivo
interinstitucional responsavel pela elaboracdo, coordenacdo e avaliacdo do
Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves-PNCMB
(SEAP, 2007). O Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos
Bivalves-PNCMB regulamenta o controle higiénico-sanitario de toda a cadeia

produtiva de moluscos bivalves, desde a producéo até a comercializacéo.

Em relagdo a carne de moluscos bivalves, o Ministério da Saude através da
Resolugdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) a qual aprova o regulamento técnico e principios gerais para
estabelecimento de critérios e padroes microbiolégicos para alimentos, estabelece
para moluscos bivalves in natura e crustaceos limites maximos permitidos de
Estafilococos coagulase positivo de até 10° UFC/g e auséncia de Salmonella spp em
25¢. O limite para Coliformes a 45°C é estabelecido para moluscos bivalves, carnes
de siri e similares cozidos, temperados ou nao, industrializados, resfriados ou

congelados, sendo este limite de 5 x 10 NMP/g.

Cabe salientar que os limites de microrganismos tolerados pela RDC n° 12 (2001),
para moluscos bivalves temperados ou n&o, industrializados, resfriados ou
congelados, nédo se referem ao molusco consumido in natura. Adicionalmente, a
legislacado brasileira ndo prevé a pratica de depuragao para o enquadramento de

moluscos bivalves nos padrbes sanitarios estabelecidos.

A resolucdo CONAMA 357/05 define os parametros necessarios para aguas de
cultivo de moluscos bivalves destinados a alimentacdo humana. Essa resolucéao
impde o limite de 43 coliformes termotolerantes/100mL, levando em conta a média
geométrica de amostras coletadas no mesmo local, ou o percentil de 90 % néo
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devendo ultrapassar 88 coliformes termotolerantes/100mL para agua salinas
(salinidade superior a 3,5%). Esses indices deverdo ser mantidos em monitoramento
anual com um minimo de 5 amostras. Para os demais usos da agua nao devera ser
excedido um limite de 1.000 coliformes termotolerantes por 100 mililitros em 80% ou
mais de pelo menos amostras coletadas durante o periodo de um ano, com

periodicidade bimestral.

Até a presente data, os virus ndo estdo enquadrados em quaisquer destas
legislagdes aplicaveis a moluscos bivalves ou aguas para cultivo de moluscos. No
entanto, a Portaria Federal do Ministério da Saude n® 2914 de 12/12/2011 que
substituiu a Portaria Federal do Ministério da Saude n°® 518 de 2004, ao dispor sobre
os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano e seu padrdao de potabilidade, manteve a recomendagdo no Art. 29° da
inclusdo do monitoramento de virus entéricos no(s) ponto(s) de captacdo de agua
proveniente(s) de manancial(is) superficial(is) de abastecimento, com o objetivo de
subsidiar estudos de avaliagdo de risco microbioldgico. A mesma Portaria também
instruiu no Artigo 11, § 7 a realizacdo em situacdes de surto de doenca diarréica
aguda ou outro agravo de transmissao fecal-oral, os procedimentos de andlise da
agua para pesquisa de virus quando as amostras clinicas forem confirmadas para
esses agentes e os dados epidemiolégicos apontarem a agua como via de

transmissao.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Descricao da area de estudo

O estudo foi realizado no estuario adjacente a llha das Caieiras a noroeste da Baia
de Vitéria, bairro pertencente a regidao da grande Sao Pedro em Vitéria — ES. Essa
regido ocupa uma area aproximada de 3.600.782 m2 (PREFEITURA DE VITORIA,
2009) com uma populacao de aproximadamente 33.746 habitantes (IBGE 2010).

A llha das Caieiras esta cercada por um manguezal urbano, com area de 891,83
hectares (PMV, 2009), o maior do estado. Vizinhas a esta regiao, encontram-se as
desembocaduras de importantes rios da Baia de Vitéria: Rio Bubu, Rio Santa Maria
da Vitéria e Canal dos Escravos. Toda a regiao recebe aporte de efluentes de forma
in natura. Somente o Canal dos Escravos recebe esgoto tratado proveniente da
estacao de tratamento de esgoto (ETE) de Camburi. Segundo a Companhia Espirito
Santense de Saneamento - CESAN (PMV 2008), apenas 58 % da regido apresenta
ligacdes de esgoto.

4.2 Coleta das amostras

As coletas das amostras foram realizadas em dois pontos do manguezal (tabela 6).
O ponto 1 (P1), corresponde a uma area de manguezal préxima a foz do rio Santa
Maria da Vitéria. O segundo ponto (P2) localiza-se em uma area considerada mais
protegida, uma pequena ilha distante cerca de 1 km das desembocaduras dos rios
mais proximos, o Rio Santa Maria da Vitéria ao norte, e o Rio Bubu ao sul.

Em cada ponto de coleta (P1 e P2) foram coletadas amostras de dgua do estuario e
algumas espécies de moluscos bivalves. As amostras de agua do estudrio dos
pontos proximos a area lodosa onde foram retirados 0os moluscos, foram coletadas
em fracos de vidro estéreis (cerca de 1,5 L de cada ponto) para as analises fisico-

quimicas, bacteriolégicas e virais.

Entre as espécies de moluscos bivalves, o sururu de coroa (Mytella charruana) foi
coletado no P1, onde formam grandes bancos as margens do estuario. O sururu de
mangue (Mytella guyanensis) que se encontra aderido a substratos no interior do
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bosque do manguezal e a ostra do mangue (Crassostrea rhizophore) que cresce
presa as raizes e troncos das espécies vegetais tipicas foram coletados no P2
(figura 10).

Tabela 6: Pontos de amostragem

Amostras Ponto de coleta
Sururu de coroa S 202157641
(P1) W 402197960
Sururu de mangue S 20167262
e ostra de mangue (P2) W40°20°632

As coletas foram realizadas mensalmente por um periodo de 13 meses entre 0s
meses de Janeiro/11 - Janeiro/12. Cada coleta foi feita em periodo matutino, com a
maré de aproximadamente 0,8 m enchente, previamente calculada pela consulta na
tabua de maré obtida no Banco Nacional de Dados Oceanograficos (BNDO). Essa
altura era suficiente para permitir a visibilidade e a coleta das espécies de bivalves,
que em maré mais alta eram cobertos pelas aguas do estuario. A partir do més de
outubro de 2011 até janeiro de 2012, a maré adotada foi de 0,3 m enchente para
permitir que um estudo em paralelo envolvendo a coleta de sedimento nos mesmos

pontos fosse realizado.

O sururu de mangue, foi coletado somente pelo periodo de 5 meses
(Dezembro/2010-Maio/2011), devido a diminuicdo de sua populacdo ao longo do
periodo de estudo. Um total de 31 amostras de moluscos bivalves foi avaliado (13
amostras de ostras de mangue, 13 amostras de sururus de coroa e 5 amostras de

sururus de mangue).

O acesso aos locais de coleta destes moluscos foi realizado utilizando-se um barco
a motor, georreferenciados utilizando GPS MAP 76 e a extracdo dos moluscos
bivalves contou com o auxilio de um pescador da regido. Os sururus foram

coletados de forma manual e as ostras dos troncos das arvores do manguezal com
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uma espatula. Em seguida, cada amostra foi transferida para sacos plasticos

estéreis.

liio Santa Maria da
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Figura 10: Mapa do sistema estua i

fino da Bala de iéria com os pontos de extracao
de mexilhdes - Mytella charruana (“Sururu de coroa” - P1), M. guyanensys (“Sururu
de mangue” - P2) e ostras - Crassostrea rhizophore (“Ostras do mangue” -P2).

Todas as amostras (dgua e moluscos) foram armazenadas em caixa térmica sob
refrigeracdo logo ap6s sua coleta, e transportadas para o Laboratério de
Saneamento da UFES para analises subsequentes.
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4.3 Analises Laboratoriais

As andlises foram realizadas no Laboratério de Saneamento (LABSAN),
Departamento de Engenharia Ambiental (DEA), na Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES).

4.3.1 Analises Fisico-Quimicas das amostras de agua

As analises fisico-quimicas realizadas na agua coletada préxima ao local de coleta
dos moluscos foram as seguintes: pH, temperatura, condutividade, salinidade,

turbidez, sélidos dissolvidos e oxigénio dissolvido.

As medicdes de pH foram realizadas pelo método eletrométrico utilizando o pHmetro
de bancada (DM-22, eletrodo Digmed), as medicbées de condutividade elétrica foram
realizadas pelo método potenciométrico utilizando Condutivimetro (Jenco eletronics,
1671), as anadlises de turbidez foram realizadas pelo método nefelométrico com
turbidimetro microprocessado (Alfakit) e as analises de salinidade foram realizadas
com um Salinbmetro (Bioprix). Todas essas medigdes, incluindo as dos Sdélidos
Dissolvidos Totais (SDT) foram realizadas de acordo com as recomendacdes do
Standard Methods for Water and Wastewater (APHA; AWA; WEF, 2005).

As medicbes da concentracdo de oxigénio dissolvido foram realizadas segundo
Winkler (1888) e as de temperatura foram realizadas ainda em campo com o auxilio

de um termdémetro.

4.3.2 Analises microbioldgicas das amostras de agua e bivalves

A parte externa dos sururus e ostras foi lavada em agua corrente. Posteriormente,
as valvas dos sururus e ostras foram abertas com auxilio de faca estéril, e a porcao
gastrointestinal de todos removida (diverticulo digestivo). Esse tecido foi escolhido,
pois indica contaminacao prolongada (exposicao cronica) em relacdo as branquias
que refletem contaminagcdes mais recentes (exposi¢cao aguda) (HAMZA-CHAFFAI et
al., 2000), sendo assim a parte mais recomendavel para a analise de contaminagéo

ambiental. As etapas seguintes para ambas as analises (bacterioldgicas e virais) das
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amostras de dgua do estuario e bivalves podem ser observadas nos fluxogramas a

sequir (figura 11 e 12).

/
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Figura 11: Fluxograma das principais etapas realizadas na deteccéo e quantificacao

de bactérias (coliformes termotolerantes) nas amostras de agua do estuario e

bivalves.



Amostras de Amostras de
adgua (1 L) bivalves

v

Lavagem da parte externa e remog¢ao
da porcao gastrointestinal (10g)

Analise Viral
v v

(Katayama et al., 2002) (Traore et al., 1998)
v v

Extracdo dos dcidos nucleicos
(Boom et al., 1990)

'

Sintese de cDNA
(Iturriza-Gomora et al., 1999)

v '

PCR [ PCR em }

Convencional Temno Real

v

Nested e
Semi-nested

[ Concentragao/Elui¢cao } [ Eluicao/Concentragao 1

Gel de
Agarose
v
> Analise dos
Resultados

64

Figura 12: Fluxograma das principais etapas realizadas na deteccédo e quantificagéo

de virus entéricos nas amostras de agua do estuario e bivalves.
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4.3.2.1 Analises Bacteriologicas

Os testes para deteccdo e quantificacdo de coliformes termotolerantes foram
realizados através da metodologia da membrana filtrante conforme estabelecido pelo
APHA (2005) para analise em aguas e alimentos.

Vinte e cinco gramas da porcdo gastrointestinal de sururus e ostras foram
separadamente homogeneizados com o auxilio de um mixer (Walita) em 225mL de
agua peptonada 1% (diluicdo 10™). Apds essa primeira diluicdo, foi feita uma diluigao
seriada (10%; 10 e 10™) utilizando 10 mL das amostras diluidas em 90 mL de agua
de diluicdo (ISO 16140, 2003). Apenas as diluicdes 10° e 10™ foram utilizadas para
filtracao.

As amostras de agua foram analisadas partindo de um volume de 100 mL de agua
do estuario dos pontos 1 e 2. Esses volumes iniciais também foram diluidos em série
(107"; 102 e 10®) utilizando 10 mL das amostras diluidas em 90 mL de &gua de
diluicdo para deteccéo de coliformes termotolerantes.

Cada ensaio com volume final de cem mililitros da amostra foi homogeneizado e
filtrado com o uso de uma bomba a vacuo. A filtracdo foi realizada com uma
membrana de nitrocelulose, quadriculada, didametro 47nm e porosidade de 0,45 pum
(marca Unifil). Apds a filtragdo, a membrana contendo a amostra foi transferida para
placas de cultura (49x13 mm) contendo meio m-FC. As placas foram incubadas a
445 °C por 24h. Os resultados foram considerados positivos para coliformes
termotolerantes quando houve o crescimento de colénias azuis sobre as membranas
apos este periodo de incubacgéo. O resultado foi expresso em Unidade Formadora
de Colbnia por 100 mL de volume filtrado para amostras de agua, ou por 100g de
tecido de bivalve (UFC/100mL ou UFC/100g).

4.3.2.2 Analises Virais
4.3.2.2.1 Processamento e concentracao das amostras de agua

A deteccao de virus entéricos nas amostras de agua consistiu de 4 etapas: (1)
Concentragao e ultrafiltracao, (2) extracdo de acidos nucléicos, (3) sintese de DNA
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complementar (cDNA) e (4) detecgcao/quantificacdo do material genético por PCR

convencional e em tempo real, respectivamente.

A concentracao das amostras de agua foi realizada utilizando a técnica de adsorgao-
eluicdio em membrana carregada negativamente, conforme metodologia proposta
por Katayama, Shimasaki e Ohgaki (2002), com modificacées. Em 1L da amostra de
agua foi adicionado 1L do tampdo Tris/Ca*® (0,01M), pH=7,2. Apds
homogeneizacao, a solucao foi filtrada em membrana de éster de celulose de poro
1,2um (Millipore), para remogé&o de particulas maiores, utilizando recipiente de
pressao para dispensacao (Millipore). O filtrado teve o pH ajustado para 3,5 e foi
novamente filtrado em membrana de éster de celulose carregada negativamente,
com 0,45um de poro (Millipore). A membrana foi eluida com 10 mL de NaOH 10mM
e o eluato resultante foi neutralizado com H,SO4 50mM e TE 100X.

O eluato foi transferido para tubos Amicon Ultra-15 (Millipore), e em seguida
submetido a ultrafiltracdo que consiste em uma centrifugacdo a 6700xg a 4°C até
qgue o volume da amostra alcancasse cerca de 800uL. A amostra assim concentrada
permaneceu em freezer a -80°C até a extragdo de acidos nucléicos.

4.3.2.2.2 Processamento e concentracao das amostras de bivalves

A detecgéo de virus entéricos nas amostras de bivalves consistiu de 4 etapas: (1)
Eluicdo e concentragdo, (2) extracdo de acidos nucléicos, (3) sintese de DNA
complementar (cDNA) e (4) detecgao/quantificacado do material genético por PCR
convencional e em tempo real, respectivamente. A partir da extracao de acidos
nucleicos (etapa 2) as amostras de bivalves apresentaram um procedimento similar

as amostras de agua.

As particulas virais foram eluidas das amostras de sururus e ostras utilizando-se a
metodologia proposta por Traore et al (1998), com modificacées. Uma porcao de dez
gramas de tecido de cada espécie estudada foi eluida com 70 mL solugédo salina
(glicina-NaCl, 0,1M/0,3M, pH=9.5). A mistura foi homogeneizada com um mixer
(Walita) e centrifugada a 6700xg por 30 minutos a 4°C. O pH do sobrenadante foi
ajustado para 7,5. Para a precipitacao de particulas o mesmo volume de PEG-NacCl
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(16%, 0,6M) foi adicionado ao sobrenadante. A mistura foi agitada por 12h a 4°C e
em seguida centrifugada a 6700xg por 30 minutos a 4°C. O precipitado foi
ressuspenso em 3mL de tampao Na,HPO, (0,15M, pH 9,0) e centrifugado
novamente a 6700xg por 30 minutos a 4°C. Uma aliquota de 400uL do sobrenadante

foi coletada e armazenada a -20°C até a etapa de extracédo de acidos nucléicos.

4.3.2.2.3 Extracao dos acidos nucléicos

Para extragao de acidos nucléicos, foi utilizado o método de Boom et al (1990). O
método se baseia na adsorcdo dos acidos nucléicos em microparticulas de silica
seguido de lise celular utilizando-se o tiocianato de guanidina/EDTA para
dissociagao da ribonucleoproteina viral.

O RNA extraido foi submetido a reacédo de transcricdo reversa para a obtencédo do
DNA complementar. Este procedimento foi adotado, pois dois dos trés virus
pesquisados sao virus RNA (norovirus e rotavirus). Um volume de aproximadamente
30 uL foi obtido ao final de cada etapa de extracao.

4.3.2.2.4 Sintese de DNA complementar (cDNA)

O DNA complementar foi sintetizado utilizando-se o protocolo proposto por lturriza-
Gomara et al (1999) com modificacées, conforme descricdo a seguir. Uma mistura
contendo 5uL de acido nucléico e 1uL de DMSO, foi desnaturada a 97°C por sete
minutos e mantida em gelo por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado uma solucao
contendo tampéao de reacao 10X, 200uM de cada DNTP, 2,5mM de MgCl,, iniciador
randémico hexanucleotidico pdN6™ (Amersham Biosciences) e 60U de enzima
transcriptase reversa Superscript 1l (Invitrogen). A mistura foi incubada a 42°C por
uma hora e desnaturada a 95°C por 10 minutos. O cDNA foi armazenado em freezer
a -20°C para posterior amplificacdo e quantificacdo especifica dos virus
pesquisados.
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4.3.3 Analises moleculares
4.3.3.1 Amplificacao do DNA pela PCR convencional

Antes da etapa de amplificacdo, as amostras foram quantificadas utilizando
espectrofotometro Ultrospec 100 (Amersham pharmacia biotech). O volume
equivalente a 1 ug de DNA (cerca de 1,5 pL) de produto de extracédo foi utilizado
com a mistura de reacao, conforme tabela 7, cobertos por 30uL de 6leo mineral para
cada reacdo. A amplificacdo foi realizada utilizando um termociclador PTC-100,
versao 7.0, MJ Research.

Tabela 7: Concentragdes finais dos reagentes da PCR convencional em cada

reacao.
Tambio Iniciador
1(& DNTP MgClI2 sense ou TAQ
antisense
PCR AdV 1X 200uM 1,5 mM 0,4uM 1U
n-PCR AdV 1X 200uM 1,5mM 0,4 uM 1U
PCR RV 1X 200uM 1,5mM 0,24 uM 2U
n-PCR RV 1X 200uM 3,5mM 0,24 uM 2U
PCR NoV 1X 200uM 2,5mM 0,4 uM 1,25U
n-PCR NoV 1X 200uM 2,0mM 0,4 uM 1,25U

Nas tabelas 8 e 9, sdo apresentados os programas utilizados nas reacbes de
amplificagcdo da PCR e nested-PCR convencional para os trés virus avaliados (AdV,
RV e NoV). Para cada reagédo de PCR, um microlitro de seu produto foi utilizado em
reacao de nested-PCR.
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Tabela 8: Programa para reac6es de PCR de AdV, RV e NoV.

Etapa Programa AdV ~ Programa RV Programa NoV
Desnaturacao 94°C/ 5min 94°C/ 5min 94°C/5min
Anela e 94°C/ 20s 94°C/ 208 94°C/ 30s
extende 60°C/ 20s ~35x  60°C/20s -35x 50°C/1min40x
72°C/ 30s 72°C/ 30 72°C/ 30
Extensao final 72°C/ 7min 72°C/ 7min 72°C/ 7min

Tabela 9: Programa para reacoes de nested-PCR de AdV, RV e NoV.

Etapa Programa AdV ~ Programa RV Programa NoV
Desnaturacao 94°C/ 5min 94°C/ 5min 94°C/5min
Anela e 94°C/30s 94°C/30s 94°C/ 30s
extende 60°C/30s 35x  60°C/30s -35x 50°C/1mirp40x
72°C/1mi 72°C/1mi 72°C/ 30
Extensao final 72°C/ 5min 72°C/ 5min 72°C/ 7min

Na tabela 10 encontram-se as sequéncias dos iniciadores utilizados para estes
virus. Os iniciadores utilizados para amplificacdo de AdV foram previamente
descritos por Allard et al. (2001) e sdo encontrados em regido conservada do gene
hexon. Os iniciadores utilizados para amplificacdo de RV foram previamente
descritos por Hafliger et al. (1997) e sdao encontrados em regido conservada do gene
VP7 para rotavirus do grupo A. Para NoV os genes amplificados foram os
encontrados em regido conservada do gene da RNA polimerase para o Genogrupo |l
(Gll), previamente descritos por Hafliger et al. (1997). Devido a prevaléncia mundial
de Gll frente ao Gl apenas Gll foi pesquisado (LEES, 2000).
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Tabela 10: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores para PCR e nested PCR.

Virus  Iniciador Sequéncia(5’-3’) Amplicon(pb)
AdV Hex 1 GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC 301
(Allard et Hex 2 CAGCACSCCICGRATGTCAAA
al,2001)  NeHex3 GCCCGYGCMACIGAIACSTACTTC 171
NexHex 4 CCYACRGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA
RV 1 GTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1059
(Hafﬁg/er  RV2 CTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTG
al, 1997) RV 3 TGTATGGTATTGAATATACCAC 346
B RV 4 ACTGATCCTGTTGGCCAWCC
NoV SR 1I-1 CGCCATCTTCATTCACAAA 514
(Hafliger et SR II-2 TWCTCYTTYTATGGTGATGATGA
al,1997) SR II-3 TTWCCAAACCAACCWGCTG 203

4.3.3.2 Visualizacao dos produtos de PCR convencional em gel de agarose

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8%, em
tampao TBE 1X, por 1h a 100V. Foi aplicado em gel de agarose, o padréo de peso
molecular de 100pb, além das amostras contendo 5 yL de corante BET. O gel foi
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado por camera digital
(NIKON), para registro do resultado. O tamanho dos fragmentos (amplicons)

esperados apo6s a PCR pode ser visualizado na tabela 10.

4.3.3.3 Quantificacao do DNA viral pela PCR em tempo real

A etapa de quantificagdo do genoma dos virus presentes nas amostras utilizando a
técnica da PCR quantitativa foi realizada em colaboracdo com o Laboratério de
Virologia Comparada e Ambiental do Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo
Cruz na cidade do Rio de Janeiro/RJ. Para esta analise foi utilizado o sistema
TagMan PCR em tempo real ABI 7500 (Applied Biosystems, Califérnia EUA).

4.3.3.3.1 Adenovirus

Para a amplificacdo e quantificacdo de fragmento especifico para adenovirus (AdV),
um volume de 5,0 pL de produto de extragado foi utilizado com a mistura de reacgao:
Master mix (Life Technologies), agua DNAse free, primers e sondas, nas
concentracdes especificadas na tabela 11. A reacdo foi ativada a 50°C por 2
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minutos, desnaturada a 95° C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos a 95°C por 15s,
anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto. Os iniciadores utilizados nas reagdes
de gPCR sao encontrados em regido conservada do gene hexon, e foram
previamente descritos por Hernroth et. al. (2002), conforme tabela 12.

4.3.3.3.2 Rotavirus

Para a amplificacao e quantificacdo de fragmento especifico para rotavirus (RV) um
volume de 5,0 pL de cDNA foi utilizado com a mistura de reagédo, Master mix (Life
Technologies), agua DNAse free, primers e sondas, nas concentracdes
especificadas na tabela 11. A reacao foi ativada a 50°C por 2 minutos, desnaturada
a 95° C por 10 minutos, seguida de 45 ciclos a 95°C por 15s, anelamento e extensao
a 60°C por 1 minuto. Os iniciadores utilizados nas reagdes de gPCR sao
encontrados em regido conservada do gene NSP3, que codifica para uma proteina
nao estrutural ligada ao RNA, e foram previamente descritos por Zeng et. al. (2008),

conforme tabela 12.

4.3.3.3.3 Norovirus

Para a amplificacdo e quantificacdo de fragmento especifico para norovirus (NoV)
um volume de 5,0 uL de cDNA foi utilizado com a mistura de reagédo: Master mix
(Life Technologies), agua DNAse free, primers e sondas, nas concentragdes
especificadas na tabela 11. A reacao foi ativada a 50°C por 2 minutos, desnaturada
a 95° C por 10 minutos, seguida de 45 ciclos a 95°C por 15s, anelamento e extensao
a 56°C por 1 minuto. Os iniciadores utilizados nas reacoes de qPCR, COG2 sao
encontrados na regido altamente conservada de juncao das ORF1 e ORF2 dos
genogrupos Gll de NoV, como previamente descritos por Kageyama et. al. (2003),

conforme tabela 12.

Tabela 11: Concentragdes finais dos primers e sondas da qPCR em cada reacgéo.

Iniciador sense ou antisense Sonda
PCR AdV 22,5 uM 11,25uM
PCR RV 10uM 10 uM

PCR NoV 10uM 10uM
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Tabela 12: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e sonda da qPCR.

VIRUS PRIMERS/ SEQUENCIA (5—3)
SONDA
AdV AdF CWTACATGCACATCKCSGG
(Hernroth  AdR CRCGGGCRAAYTGCACCAG
et al. 2002) AdP FAM-CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-TAMRA

RV NSP3-F ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG
(Zeng et. NSP3-R GGTCACATAACGCCCCTATAGC
al. 2008). NSP3-P VIC — NONE AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA —MGB

NoV Gl COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG
(Kageyama COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA
et al2003) RING2 VIC-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-TAMRA

4.3.3.4 Calculo para conversao do numero de cépias gendémicas por ciclo em
numero de particulas virais/g

Os resultados quantitativos obtidos na TagMan PCR em tempo real ABI 7500
(Applied Biosystems, Califérnia EUA) sao expressos em numeros de copias
genbmicas por ciclo. Para a conversdao deste valor em “numero de copias
gendmicas” ou seu equivalente “numero de particulas virais” por grama de tecido de
molusco ou por 100 ml para amostras de agua foi preciso utilizar os seguintes

calculos:

Para amostras de agua e moluscos:
N? particulas virais = (X * K)/10

Sendo: X= numero de cépias gendmicas obtidas na reacao
K= constante, representante das diluicbes ao longo do processo desde a
eluicdo/ concentracao até a qPCR.

O valor das constantes é diferente entre as matrizes estudadas. Para a matriz agua
a constante apresenta o valor final de 60, referente a diluicdo de 5x na sintese de
cDNA, 6x na extracao de acidos nucléicos e 2x na ultrafiltracdo. A divisdo pelo fator
10 é para converter o valor obtido em 1 litro para a quantidade encontrada em 100
mL (mais detalhes no anexo 1). Para a matriz tecido dos moluscos a constante
apresenta o valor final 262,5, referente a diluicdo de 5x na sintese de cDNA, 6x na

extragdo de acidos nucléicos e 8,75x na elui¢cdo. A divisdo pelo fator de 10 é para
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converter o valor obtido em 10 gramas de tecido em 1 g de tecido (mais detalhes no
anexo 2).

Assim a equacao para o calculo da carga viral em agua é representada pela
seguinte férmula:
N? particulas virais = (X * 60)/10

E a equacao para o calculo da carga viral em mariscos é representada pela seguinte
férmula:
N? particulas virais = (X * 262,5)/10

4.3.4 Controle de qualidade

Foram utilizadas diferentes salas para as analises fisico-quimicas, processamento
das amostras, procedimentos pré-PCRs e p6s-PCRs. As analises bacteriol6gicas
foram realizadas em sala de microbiologia, sempre manipulando os ensaios atras do

bico de Bunsen, com instrumentos esterilizados.

Em todas as etapas foram utilizados controles positivos e negativos. Para realizagao
do controle positivo, na etapa de eluicao/concentracédo inicial, foram inoculadas nas
amostras dos tecidos de ostras e sururus, cerca de 1g de amostras clinicas (fezes)
positivas para cada um dos virus pesquisados, a fim de garantir que a metodologia
utilizada fosse capaz de identificar resultados positivos. Apds inoculacdo, o
procedimento seguiu as mesmas etapas realizadas para amostras ambientais. As
amostras clinicas (fezes) obtidas de criancas com diarréia foram cedidas pela
professora Dra. Liliana Cruz Spano do Nucleo de Doencas infecciosas/ UFES.

Nas etapas de extracdo e PCR real time, também foram utilizados controles
positivos e negativos. Os controles negativos foram realizados pela substituicao do
DNA por agua milli-Q.
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4.4 Analise estatistica

Foi realizada estatistica descritiva dos resultados obtidos nas analises fisico-
quimicas, bacteriologicas e virolégicas quantitativas. Nas analises fisico-quimicas
foram avaliados: mediana, minimo e maximo; nas andlises bacterioldégicas foram
avaliados: media geométrica, mediana, minimo e maximo; e nas analises virais

quantitativas, a média geométrica, minimo e maximo.

O teste t de Student foi utilizado a fim de verificar a existéncia de diferenca
estatistica entre os valores obtidos dos parametros fisico-quimicos para P1 e P2.

Para verificar a correlagdo entre os parametros fisico-quimicos e a pluviosidade e a
presenga de virus nos moluscos foi calculado o coeficiente de correlagdo de
Pearson; para comparar as metodologias moleculares de deteccao viral (Nested-
PCR e gPCR) para cada tipo de virus (AdV, RV e NoV) foi utilizado o teste Exato de
Fisher com auxilio do programa estatistico BioEstat 5. Para interpretacdo estatistica

assumiu-se a = 5%.
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5. RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos nos 13 meses de
monitoramento dos moluscos bivalves estudados, juntamente com os resultados das
amostras de agua de seus respectivos pontos de coleta do manguezal (Ponto 1:
sururu de coroa e Ponto 2: sururu de mangue e ostra de mangue), quanto as

andlises fisico-quimicas, bacterioldgicas e virais das amostras.

5.1 Analises Fisico-quimicas

Os resultados dos parametros fisico-quimicos da agua (turbidez, sélidos dissolvidos
totais, condutividade, salinidade, temperatura, pH e oxigénio dissolvido) ao longo do
monitoramento podem ser visualizados nas figuras 13 a 19. Os dados pluviométricos
do volume acumulado durante cada més foram apresentados juntamente com os
dados pluviométricos do volume de chuva acumulado nos cinco dias anteriores a
coleta de cada més, seguindo o padrao adotado por He e He (2008). Os dados de
precipitacdo pluviométrica foram obtidos pelo Instituto capixaba de pesquisa,
assisténcia técnica e extensao rural (INCAPER) para a estagcdo do municipio de
Vitéria/ES.
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Figura 13: Monitoramento da turbidez no dia de coleta e valores acumulados de
chuva mensais e para os cinco dias anteriores ao dia de coleta, nos dois pontos do

estuario de Janeiro/2011 a Janeiro/2012.
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Figura 14: Monitoramento dos sélidos totais dissolvidos no dia de coleta e valores
acumulados de chuva mensais e para os cinco dias anteriores ao dia de coleta, nos

dois pontos do estuario de janeiro/2011 a janeiro/2012.

90 -450 T
& 75 1 Il L a0 8
%) - 350 o
Eeol — L300 S
(<)) _ —_
S 451 (2033
o -200 3 2
2 1 " <.
£ 30 \ 150 S
o - 100 3
ST F’F 50 &

r r h’ i =
8 o llMn0n - 0 H IR

N N N N N N N N N N N Vv
T FLTFT VL LSS 2 \'0“

[ Pluviosidade 5 dias antes da coleta C_—_JPluviosidade total mensal
Agua P1 —x— Agua P2

Figura 15: Monitoramento da condutividade no dia de coleta e valores acumulados
de chuva mensais e para os cinco dias anteriores ao dia de coleta, nos dois pontos
do estuério de janeiro/2011 a janeiro/2012.
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Figura 16: Monitoramento da salinidade no dia de coleta e valores acumulados de
chuva mensais e para os cinco dias anteriores ao dia de coleta, nos dois pontos do
estuario de janeiro/2011 a janeiro/2012.
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Figura 17: Monitoramento da temperatura da d4gua do estuéario no dia de coleta, nos
dois pontos do estuario de janeiro/2011 a janeiro/2012.
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Figura 18: Monitoramento do pH da agua do estuéario no dia de coleta, nos dois

pontos do estuario de janeiro/2011 a janeiro/2012.
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Figura 19: Monitoramento do oxigénio dissolvido na agua do estuario no dia de

coleta, nos dois pontos do estuario de junho/2011 a janeiro/2012.

As analises fisico-quimicas da turbidez, SDT, temperatura, pH, condutividade,
salinidade e oxigénio dissolvido foram analisados primariamente a fim de
caracterizar a agua do estuario onde os bivalves foram coletados. Como exemplo, a
quantidade de oxigénio dissolvido pode ser um indicativo de significativas cargas de
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matéria organica incorporadas ao estuario, situagcdo que normalmente ocorre com o
lancamento de esgotos domésticos e efluentes industriais ricos em matéria organica
nos corpos d’ agua (FIORUTTI & FILHO, 2005). Em adi¢édo, a avaliagdo de todos
estes parametros foi realizada, pois podem afetar a integridade dos virus no
ambiente, a fisiologia e a capacidade de depuracao de bivalves (OLIVEIRA et al.,
2011).

Os parametros turbidez, SDT, temperatura, pH e oxigénio dissolvido revelaram
poucas variacdes em seus resultados ao longo do ano, independente se a estacao
era seca ou chuvosa. As medidas de precipitacdo pluviométrica do volume total
mensal de chuva e o volume acumulado nos 5 dias anteriores a coleta foram
utilizados a fim de verificar a existéncia de diferenca entre os resultados
demonstrando que quaisquer dos volumes de precipitacdo considerados néao

interferiram significativamente nos valores fisico-quimicos.

Os parametros condutividade elétrica e salinidade, por outro lado, variaram ao longo
das estacdes seca e chuvosa, apresentando valores maiores em periodos secos e
menores em periodos chuvosos. Esse padrdo era esperado, pois em periodos
chuvosos ocorre uma diluicdo nas aguas do estuario diminuindo a quantidade de
ions dissolvidos da agua. E importante ressaltar que nos meses de Marco e Julho
das anadlises do ponto 1 apresentaram os menores valores de condutividade e
salinidade de todo o periodo de monitoramento, pois por problemas técnicos, a
coleta de 4gua nestas datas foi realizada com a maré mais baixa do que o padréao
adotado para os demais meses.

A avaliacdo de todos os parametros a partir do més de outubro deve ser
diferenciada, pois a partir deste més a maré adotada foi de 0,8m enchente e nao 0,8
m enchente como nos meses anteriores. Isso € significativo, pois com a maré mais
baixa e em periodos chuvosos, o sedimento revolvido pelas chuvas passou a
exercer um grau de interferéncia maior sobre os parametros turbidez, SDT,
salinidade e condutividade, devido a mistura do material anteriormente sedimentado

com a coluna d’agua.
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Os resultados estatisticos descritivos dos parametros fisico-quimicos da agua
(turbidez, sdlidos dissolvidos totais, condutividade, salinidade, temperatura, pH e
oxigénio dissolvido) podem ser visualizados na tabela 13.

Nao foram observadas diferencas significativas entre os pontos de coleta de agua do
estuario (P1 e P2) quando analisados os parametros tubidez (p = 0,4257), STD
(p=0,0650), pH (p=0,1745), temperatura (p=0,4302) e concentracdo de oxigénio
dissolvido (p=0,4576). O teste t student foi utilizado a fim de verificar a existéncia de
diferenca estatistica entre os valores obtidos dos parametros fisico-quimicos para P1
e P2 para a confirmacdo. Por outro lado, quando analisados os parametros
condutividade elétrica e salinidade (CE: p=0,0049 e Sal.:p=0,0083), P1 apresentou
valores menores. Este ponto é localizado na desembocadura do Rio Santa Maria,
sofrendo, assim, maior influéncia da &agua doce e consequentemente, uma
concentracdo menor de sal em relacdo ao ponto 2, que se encontra a quase 1 Km

da saida do mesmo rio.

Tabela 13: Estatistica descritiva dos parametros fisico-quimicos analisados durante

os 13 meses de monitoramento (n=13).

N Ponto de . . , .
Parametro coleta Mediana Minimo Maximo
. P1 8,84 238 129,88
Turbidez (UNT) po 85 272 35.36
Condutividade P1 11,55 0,67 38,1
(mS/cm) P2 29 2,87 44,9
Solidos Dissolvidos P1 1,6x10°  1,9x10* 1,02x10°
Totais (mg/ L) P2 41x10°  1,1x10°  1,2x10°
Oxigénio Dissolvido P1 16,0 6,4 16,8
(mg/ L) P2 12,0 8,4 16,8
Salinidade (UPS P1 11,0 0,0 26,0
alinidade (UPS) P2 19.0 7.0 27.0
pH P1 7.3 6,8 8,9
P2 7.6 6,9 8,7
P1 25 22 30

Temperatura(°C)
P2 25 22,5 29
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5.2 Analises bacteriologicas

As variagdes de densidade de coliformes termotolerantes ao longo dos 13 meses de
monitoramento podem ser observadas na figura 20. O sururu de mangue sé foi

monitorado para este tipo de andlise pelos primeiros 4 meses de estudo.
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Figura 20 — Resultados da média mensal do monitoramento bacterioldgico
(coliformes termotolerantes) pelo método da membrana filtrante das amostras de
agua do estuario e bivalves.

Os valores obtidos para coliformes termotolerantes nas amostras de agua do
estuario variaram entre 1,7x10" a 1,4x10° UFC/100mL no P1 e 1,0x10' a 9,0x10?
UFC/100mL no P2. Nas amostras de bivalves variaram entre 2,x10* a 3,6x10°
UFC/100g no sururu de coroa, 2,8x10*a 1,2x10° UFC/100g no sururu de mangue e
4,0x10° a 2,77x10° UFC/100g na ostra de mangue.

Conforme observado, a maior densidade de coliformes termotolerantes foi
encontrada nas amostras dos moluscos bivalves quando comparada as amostras de
agua. O Teste t logaritmizado foi utilizado para verificar a existéncia de diferenca
significativa nas densidades de coliformes termotolerantes entre as amostras. Em
geral, ndo foram observadas diferengas na densidade de coliformes termotolerantes
para os pontos 1 e 2 de agua do estuario (p=0,3170). Todavia, os sururus de coroa

apresentaram uma densidade maior de coliformes termotolerantes do que as ostras
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de mangue (p=0,015), indicando maior contaminag&o bacterioldgica e consequente
maior risco de consumo em relacdo as ostras. Na tabela 14 pode-se comparar 0s
resultados descritivos obtidos nos 2 pontos de monitoramento da agua do estuario,
nas duas espécies de sururu e na ostra.

Tabela 14: Resultados de estatistica descritiva da concentracdo de coliformes

termotolerantes nas amostras pesquisadas pelo método da membrana filtrante.

Agua Sururu  Sururude Ostrade
P1 P2 de coroa  mangue mangue
(UFC 100"'mL) (UFC 1007g)
N 13 13 13 4 13

Média 1 47x10® 1,09x10® 1,47x10° 1,47x10°  4,24x10*
Geométrica

Mediana  1,95x10° 1,10x10° 1,60x10° 1,24x10°  4,00x10*
Minimo  1,70x10" 1,00x10" 2,00x10* 2,80x10* 4,00x10°
Maximo  1,40x10° 9,00x10%> 3,60x10° 1,20x10° 2,77x10°

“CT": Coliformes Termotolerantes.

A densidade de coliformes termotolerantes detectada nos sururus de coroa chega a
ser 1000X maior aos valores observados nas amostras de agua do estuario de onde
foram retirados, levando-se em consideracdo a meédia geométrica. A mesma
comparacao foi realizada para a ostra e o sururu de mangue coletados do ponto 2. A
densidade de coliformes termotolerantes detectada nas ostras superou cerca de
400X as amostras de agua, contudo o valor mais surpreendente foi o encontrado
para o sururu de mangue, quase 1400X mais contaminado que a agua no ponto em
que foi retirado (P2).

A concentracdo de coliformes termotolerantes nas amostras de bivalves manteve-se
elevada durante todo o ano, independente se a estagdo era seca ou chuvosa.
Também nao apresentou correlagdo com os parametros fisico-quimicos ou com a
maré (0,3m enchente ou 0,8 m enchente). Um padrdo similar da presenca de
coliformes termotolerantes foi observado nas amostras de agua do estuario (P1 e
P2).
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5.3 Deteccao viral

Os resultados obtidos ao longo do monitoramento dos virus entéricos adenovirus
(AdV), rotavirus (RV) e norovirus (NoV) nos pontos de coleta de agua, sururus e
ostras podem ser visualizados na tabela 15.

Os resultados da deteccao viral ao longo dos 13 meses de monitoramento
demonstraram a presenca de um ou mais virus em todos 0os meses estudados para

pelo menos alguma das amostras testadas.

As amostras de sururus de mangue foram coletadas apenas durante um periodo de
5 meses (dezembro/10-Abril/11). A previsdo inicial do estudo era realizar o
monitoramento desta espécie de mexilhdo ao longo do ano junto com as demais
amostras. Todavia, devido ao aumento da contaminacdo da area e a intensa
extracdo dos sururus de mangue pelos pescadores da regido, estes bivalves

tornaram-se escassos na area e nao foi possivel prosseguir com sua coleta.

Os dados de detecgdo viral demonstraram que nao existe correlacdo entre a
presenca de virus na agua e nos moluscos bivalves estudados. A auséncia de virus
na agua nao garante a auséncia de virus nos moluscos, como demonstrados nos
meses de janeiro € maio para agua P1 e sururu de coroa e maio para agua P2 e
ostras de mangue; por outro lado, a presenca de virus na agua, também néo implica
necessariamente na presenca de virus nos moluscos, como observado nos meses

de abril para 4gua P1 e sururu de coroa e marco para agua P2 e ostra do mangue.

Adicionalmente foi observada a coinfecgéo viral nas amostras. Das 31 amostras de
moluscos bivalves analisadas, 28 (90%) foram positivas para pelo menos algum
virus. Destas, 11 (39,3%) apresentaram infeccdo somente com uma espécie de
virus. 10 (35,7%) apresentaram coinfecgcdo com dois tipos de virus e 7 (25%) com os
3 tipos de virus estudados.

Na tabela 16 encontram-se resumidos os resultados das freqtiéncias obtidas para
todas as amostras de agua, sururus e ostras.



Tabela 15: Ocorréncia de virus detectados durante o periodo de monitoramento para amostras de agua e moluscos por andlise de
PCR qualitativa e gPCR.

Amostra/
Virus

Més/Ano Agua P1 Sururu de coroa Agua P2 Sururu de mangue Ostra de mangue

AdV RV NoV AdV RV NoV AdV RV NoV AdV RV NoV AdV RV NoV

Dez/10 - - - NC NC NC - + - - + + NC NC NC
Jan/11 - - - + + + + - + + + - + + +
Fev/11 - - - + - - + - - - - + - - +
Mar/11 - + - - + - - + + + - + - - -
Abr/11 + + + - - - - + + + - - - - +
Mai/11 - - - - - + - - - NC NC NC - - +
Jun/11 + + + + + + + - - NC NC NC - - +
Jul/11 + - - + - + - - - NC NC NC - - -
Ago/11 + + - + + - + + + NC NC NC + + +
Set/11 - + - + + + - + - NC NC NC + + +
Out/11 + + - + + + + + - NC NC NC - + +
Nov/11 + + - + + - - + - NC NC NC - - +
Dez/11 - + - - + + + + + NC NC NC - + +
Jan/12 - + - - + - - + - NC NC NC - + +

“NC”: amostras nao coletadas; “-“: Resultado negativo; “+” : Resultado positivo.



Tabela 16 — Frequéncia de genoma de AdV, RV e NoV por nested-PCR e qPCR em

agua, sururus e ostras durante 13 meses de monitoramento.

Amostra Virus N¢ amostras % de amostras
positivas/avaliadas positivas

AdV 5/13 38,5%
Agua P1 RV 9/13 69,2%
NoV 2/13 15,4%
AdV 7/13 53,8%
Sururu de RV 9/13 69,2%
coroa NoV 7/13 53,8%
AdV 6/13 46,1%
Agua P2 RV 9/13 69,2%
NoV 5/13 38,5%
AdV 2/5 40,0%
Sururu de RV 3/5 60,0%
mangue NoV 3/5 60,0%
AdV 4/13 30,8%
Ostra RV 7/13 53,8%
NoV 11/13 84,6%

Os resultados da amplificagdo do genoma viral pela técnica de PCR (nested-PCR e
gPCR) mostraram que os rotavirus apresentam maior prevaléncia entre os demais
virus estudados, adenovirus e norovirus, para todas as amostras de agua do
estuario, e nas amostras de sururus de coroa. Sua freqiéncia alcancou niveis de
pelo menos 53,8 % (7/13) nas amostras de ostras de mangue e chegou a uma
freqiéncia de quase 70% (9/13) dos testes para as amostras de agua P1, agua P2,
e sururu de coroa. Adenovirus apresentam a segunda maior taxa de prevaléncia
dentre os virus estudados nas amostras de dgua do estuario. Foram detectadas a
freqiéncia minima de 38,5% (5/13) na agua P1 e a freqiéncia maxima de 46,1% na
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agua P2 (6/13), enquanto que nas amostras de moluscos bivalves, foram os virus de
menor prevaléncia, com 30,8% (4/13) de frequéncia nas ostras de mangue e 40%
(2/5) nos sururus de mangue. Os Norovirus Gll foram detectados em menor
freqiiéncia nas amostras de agua. Contudo, nas amostras de moluscos chegaram a
ser 0 mais prevalente, com 84,6% (11/13) nas ostras de mangue, a maior
prevaléncia observada entre todos os virus. A freqiéncia minima observada foi de
15,4% (2/13) na agua P1, seguida de 38,5% (5/13) na agua P2, 53,8% (7/13) nos
sururus de coroa e 60,0% (3/5) nos sururus de mangue.

Os resultados da utilizacdo de duas técnicas moleculares diferentes para a deteccéo
de virus nas amostras foram distintos, sendo que a gqPCR mostrou-se mais sensivel
a deteccao viral para os trés virus estudados do que a nested-PCR. Das 31
amostras de moluscos bivalves analisadas, AdV apresentaram uma diferenca maior
de deteccdo (p=0,0243), com apenas 5 amostras positivas (16,13%) para nested-
PCR e 13 amostras positivas para qPCR (42,0%); quando analisados RV, 11
(35,5%) foram positivas pela nested-PCR e 16 (51,61%) pela gPCR, enquanto que a
menor diferenca observada foi para NoV Gll, com 10 (32,26%) amostras positivas
para nested-PCR e 13 (42,0%) para qPCR (tabela 17, 18 e 19). A anadlise estatistica
demonstrou que nao houve diferenca entre os dois métodos utilizados para deteccao
de RV e NoV (p=0,1528 e p=0,5, respectivamente).

E importante ressaltar que nem sempre as amostras positivas da nested-PCR
coincidiram com as amostras positivas da gPCR, embora isso tenha ocorrido na
maioria dos casos. Isso pode ser observado nos meses de margo e junho para RV e
outubro e dezembro (2011) para NoV Gll nos sururus de coroa; também abril, maio,
junho, setembro, novembro e dezembro (2011) para NoV Gll nas ostras de mangue
que apresentaram positividade quando avaliados pela técnica da nested-PCR, mas
nao foram detectados pela qPCR.
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Tabela 17: Comparacao dos métodos moleculares da nested-PCR x qPCR para

deteccdo de AdV em moluscos no periodo de monitoramento de dezembro/10 a

Janeiro/12.
Amostra
Més Sururu de Coroa  Sururu de Mangue  Ostra de mangue
N-PCR gPCR N-PCR Qpcr N-PCR  gPCR
Dez/10 NC NC - - NC NC
Jan/11 + + - + - +
Fev/11 - - - - - -
Mar/11 - - - + - -
Abr/11 - - - - - -
Mai/11 - - NC NC - -
Jun/11 - + NC NC - -
Jul/11 - + NC NC - -
Ago/11 - + NC NC - +
Set/11 + + NC NC + +
Out/11 + + NC NC - +
Nov/11 + + NC NC - -
Dez/11 - - NC NC - -
Jan/12 - - NC NC - -

“+” : Amostras positivas; “-“ :

Amostras negativas; “NC”: Amostras nado coletadas.
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Tabela 18: Comparacao dos métodos moleculares da nested-PCR x qPCR para

deteccdo de RV em moluscos no periodo de monitoramento de dezembro/10 a

Janeiro/12.
Amostra
Més Sururu de Coroa  Sururu de Mangue  Ostra de mangue
N-PCR gPCR N-PCR gPCR N-PCR  gPCR
Dez/10 NC NC + + NC NC
Jan/11 + + - + + +
Fev/11 - - - - - -
Mar/11 + - - - - -
Abr/11 - - - - - -
Mai/11 - - NC NC - -
Jun/11 + - NC NC - -
Jul/11 - - NC NC - -
Ago/11 + + NC NC + +
Set/11 + + NC NC + +
Out/11 - + NC NC - +
Nov/11 + + NC NC + +
Dez/11 - + NC NC - +
Jan/12 - + NC NC - +

“+” : Amostras positivas; “-“ : Amostr-as negativas; “NC”: Amostras néo coletadas.
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Tabela 19: Comparacao dos métodos moleculares da nested-PCR x qPCR para
deteccdo de NoV Gll em moluscos no periodo de monitoramento de dezembro/10 a

Janeiro/12.
Amostra
Més/Ano Sururu de Coroa  Sururu de Mangue Ostra
N-PCR gPCR N-PCR gPCR N-PCR  gPCR

Dez/10 NC NC - + NC NC
Jan/11 - + - - + +
Fev/11 - - - + + +
Mar/11 - - - + - -
Abr/11 - - - - + -
Mai/11 - + NC NC + -
Jun/11 + + NC NC + -
Jul/11 - + NC NC - -
Ago/11 - - NC NC - +
Set/11 + + NC NC + -
Out/11 + - NC NC - +
Nov/11 - - NC NC + -
Dez/11 + - NC NC - +
Jan/12 - - NC NC + -

“+” : Amostras positivas; “-“ : Amostras negativas; “NC”: Amostras nao coletadas.
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As tabelas 20, 21 e 22 mostram a estatistica descritiva para os resultados da
quantificacdo de AdV (tabela 20), RV (tabela 21) e NoV GlI (tabela 22) em amostras
de agua e moluscos bivalves. Os dados obtidos pela média geométrica de AdV para
amostras de agua e bivalves nao apresentam diferenca expressiva nas quantidade
de particulas virais entre estas duas matrizes. O mesmo padrao é observado para
RV e NoV Gll. Estes resultados também mostram que RV foram detectados em
quantidade maior, seguido por AdV e depois NoV Gll nas duas matrizes. As médias

geométricas sao referentes as amostras positivas quantificadas pela gPCR.

Tabela 20 - Quantificacago de AdV em amostras de &agua (n® copias

gendmicas/100mL) e bivalves (n? copias gendmicas/g) por PCR em Tempo Real.

N¢ amostras N? copias genémicas

Local de coleta n (Média Geométricade  Minimo  Maximo
positivas "
amostras positivas)

Agua P1 N5 8,81x10" 461x10"  3,04x10°
(n=13) -

Sururu de coroa o7 4,55x10? 1,27x10®> 9,15x10°
(n=13) -

Agua P2 - 1,06x10? 3,92x10"  3,01x10?
(n=13) -

Sururu de mangue N 5,66x102 1,31x10°  3,1x10°

(n=5) )

Ostra de mangue Ned 1,11x10° 1,85x10® 8,81x10°

(n=13)




Tabela 21 -

Quantificacdo de RV em amostras de &agua
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(n® copias

gendmicas/100mL) e mariscos (n° copias genémicas/g) por PCR em Tempo Real.

N2 amostras

N? copias gendmicas

Local de coleta n (Média Geométricade  Minimo  Maximo
positivas .
amostras positivas)
Agua P1 > 2 3
N=7 8,81x10 4,61x10° 3.04x10
(n=13)
Sururu de coroa 3 ; 5
N=7 3.37x10 9.92x10° 1.26x10
(n=13)
Agua P2
? N=7 1,06x10° 3,92x10° 3,01x10°
(n=13)
Sururu de mangue 2.59x10° ) A
N=2 2.54x10° 2.63x10
(n=5)
Ostra de mangue 3 3 4
N=7 5.31x10 1.54x10° 8.55x10

(n=13)

Tabela 22 — Quantificacdo de NoV GIl em amostras de agua (n® copias

gendmicas/100mL) e mariscos (n° copias gendmicas/g) por PCR em Tempo Real.

N2 amostras

N® copias gendmicas

Local de coleta n (Média Geométricade  Minimo  Maximo
positivas "
amostras positivas)
Agua P1
N=3 4,29 2,02 7,62
(n=13)
Sururu de coroa ] ] ]
N=5 3.94x10 1.43x10°  7.99x10
(n=13)
Agua P2 1
N=3 5,39 3,10 1,55x10
(n=13)
Sururu de mangue ; ] ]
N=2 5,36x10 2,41x10° 9,53x10
(n=5)
Ostra de mangue ] ;
N=4 1,83x10 4,65 3,36x10

(n=13)
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Nao foi observada uma correlacdo estatistica entre 0 a quantidade de chuva e a
concentragado de particulas virais no ambiente para nenhum dos virus. Os resultados
demonstram a presenca dos trés virus em diferentes meses do ano em todas as
amostras, mesmo nos periodos da estacao seca. Entretanto, é digno de nota que
em todos os meses de maior quantidade de chuva, pelo menos um dos trés virus

estudados foi encontrado.

Embora néo tenha sido observada correlagdo entre a precipitacdo e a concentragao
de particulas virais nos bivalves, o coeficiente de Pearson demonstrou a correlacéao
entre a presenca de virus nos dois bivalves (r=0,9898 para RV e r=0,9859 para AdV)
ao longo do monitoramento. Este dado mostra que o risco de transmissao destes
agentes virais a consumidores humanos é semelhante nos dois moluscos bivalves,

mesmo sendo procedentes de areas distintas.

As figuras 21, 22 e 23 mostram a correlagdo entre a presenca de virus e os SDT.
Para RV a correlacao apresentou-se maior do que a observada para AdV. NoV Gll

nao apresentaram correlagdo com os SDT.
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Figura 21: Monitoramento do numero de particulas virais de AdV no dia de coleta e

valores de SDT no dia de coleta, de janeiro/11 a janeiro/2012.
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Figura 22: Monitoramento do numero de particulas virais de RV no dia de coleta e
valores de SDT no dia de coleta, de janeiro/2011 a janeiro/2012.
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Figura 23: Monitoramento do numero de particulas virais de NoV Gll no dia de coleta
e valores de SDT no dia de coleta, de janeiro/2011 a janeiro/2012.

Os testes de correlacdo entre a concentracao de virus nos moluscos e os demais
parametros fisico-quimicos demonstraram correlacdo apenas entre a concentracao
de RV e SDT e entre a concentracao de AdV e a turbidez e SDT. Para ambos os
virus nao foi observada correlacao entre os demais parametros fisico-quimicos. NoV

nao esteve relacionado a nenhum parametro.
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6) DISCUSSAO

6.1 A Contaminacao do manguezal da Baia de Vitoria

O manguezal representa um ecossistema de extrema importancia para a
sustentacao da vida no mar, principalmente por fornecer as excepcionais condi¢cdes
de abrigo e suporte a reproducdo e a alimentacéao inicial da maioria das espécies
que habitam os oceanos (SHAEFFER-NOVELLI et al, 1995). Enquanto fonte de
alimento apresenta fundamental importancia social e econbémica sobre as
populacdes humanas que vivem em seu entorno. Apesar da sua importancia, ainda
€ um ecossistema depreciado por ser associado a locais fétidos e causadores de
doencas, embora essas caracteristicas refltam os manguezais impactados por
assentamentos humanos e contaminados por esgoto urbano (BARBOSA, 2004).

A localidade da llha das Caireiras esta situada préxima a area de manguezal a
noroeste da Baia de Vitdria e apresenta uma estreita relacdo com este ecossistema,
desde sua a ocupacao e invasao no final da década de 70 (PMV, 2009). Barbosa
(2004) descreve esse processo de invasdo desde a fase em que tanto a regido
nordeste, quanto noroeste da Baia de Vitéria receberam grandes volumes de
aterros. A regido nordeste recebeu aterros hidraulicos e grande investimento em
infraestrutura. A regido noroeste, por outro lado, foi aterrada com materiais
provenientes do lixdo e s6 comecgou a receber investimentos na urbanizacdo apds
pressao da sociedade e opinido publica devido a invasao da area por cerca de 5000
mil familias, que sem op¢ao de moradia, passaram a residir na regido mesmo em

condi¢des subumanas e degradantes.

Esse histérico de despejo de lixo, de aterramento, de falta de investimentos e de
ocupacao desordenada gerou impactos negativos no manguezal da regido que
podem ser observados até os dias atuais. Uma area extensa foi diretamente afetada
para dar espaco as moradias, € as areas remanescentes ainda vém sofrendo

contaminacao e degradacéo.

Um fator que tem contribuido para a continuidade deste processo de degradacéao é a
falta de saneamento na llha das Caieiras, nos bairros adjacentes e em regides
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préximas ao entorno do estuario. O manguezal da llha das Caieiras encontra-se em
uma area estuarina de desembocadura de importantes rios da Baia de Vitéria: Rio
Bubu, Rio Santa Maria da Vitéria e Canal dos Escravos. Sabe-se que todos estes
rios sdo fontes de contaminacédo, pois recebem aporte de efluentes domésticos in
natura. No ano de 2008 a prefeitura do municipio de Vitéria iniciou um projeto para
implantacdo do Sistema de Esgotamento Sanitario de Santo Antdnio, Sdo Pedro e
bairros adjacentes, compreendendo redes coletoras e estacdo de tratamento de
esgoto que beneficiaria 22 bairros da regidao Noroeste de Vitéria (Mario Cypreste,
Santa Tereza, Santo Antbnio, Caratoira, Arivaldo Fassarela, Inhanguetd, Estrelinha,
Bairro do Quadro, Bairro do Cabral, Bela Vista, Sdo Pedro, llha das Caieiras,
Condusa, Santos Reis, Sao José, Santo André, Redencao, Conquista, Resisténcia,
Nova Palestina, Universitario e Grande Vitéria) (PMV, 2009), entretanto, até a
presente data, este projeto ainda ndo havia sido iniciado.

A preocupacao urgente com a preservacao deste ecossistema deve existir, ndo
apenas por seu papel de ‘bercario’ marinho (SHAEFFER-NOVELLI et al., 1995), mas
também por atuar como fonte de alimento as populagdes humanas que vivem em
seu entorno. A comunidade da llha das Caieiras utiliza-se da extracao de diferentes
espécies marinhas para consumo proprio, Como peixes, caranguejos, siris, camardes
e alguns bivalves, como mexilhdes e ostras. Outra fracao destes alimentos marinhos
€ destinada ao preparo de pratos tipicos da cidade de Vitéria. Trata-se de uma area
conhecida por suas desfiadeiras de siris, pescadores e catadores de mexilhdes, que
atraem quantidade expressiva de turistas aos varios restaurantes da regido. (PMV,
2009). Segundo o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS),
as residéncias e restaurantes foram os locais mais frequentes de ocorréncia de
surtos de doencas transmitidas por alimento (DTA) no Brasil entre 1999 a 2010
(tabela 23) e entre todos estes surtos, 78 foram ocasionados por pescados e frutos

do mar.
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Tabela 23: Locais associados a ocorréncia de DTA no Brasil de 1999 a 2010.

Tipo de local de ocorréncia Surtos Y%
Ignorado 1739 25.1%
Residéncia 2371 34,2%
Restaurantes/Padarias 1023 14,7%
Creche/Escola 531 7,7%
Refeitério 380 5,5%
Comemoracéao 280 4,0%
Outros 244 3,5%
Comunidade 131 1,9%
Hospital 102 1,5%
Instituicdo com Internagéo 62 0,9%
Evento 49 0,7%
Ambulante 27 0,4%

* Fonte: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde (INCQS). Atualizado em
outubro de 2010.

Desde a década de 80, a regidao da Baia de Vitoria tem sido objeto de estudo de
contaminacao ambiental e muitas destas pesquisas tém mostrado o efeito da
ocupacao humana e contaminacao por esgotos e efluentes sobre o manguezal da
regiao (CARMO, 1987; RIBEIRO, 2002; SOUZA, 2002; CORREIA JUNIOR, 20083;
JESUS 2004, 2006). O presente estudo faz parte de um projeto maior que tem se
empenhado em verificar o efeito da contaminacdo do manguezal e do estuario da
Baia de Vitéria sobre a saude da populacdo que habita nas areas adjacentes ao
manguezal. Por tratar-se de uma area que deve ser preservada e por interferir na
saude das pessoas, a avaliacdo da qualidade ambiental de amostras de agua do
estuario da regido e especialmente de alimentos marinhos tornam-se uma
ferramenta importante para acompanhar o efeito de atividade antrépica sobre a
regiao e o risco para populacdo exposta.

Por outro lado, nem todos os microrganismos lancados na ambiente sdo capazes de
causar doencas a individuos que entrem em contato com a agua recreacional
poluida ou que consuma agua ou bivalves contaminados. O potencial de causar
infecgdes esta bastante relacionado a sobrevivéncia e estabilidade do patégeno no
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ambiente (BOSCH, 1998), tornando necessarios os estudos que esclarecam o papel
das condicbes ambientais sobre os microrganismos. Assim, o presente trabalho
também visou caracterizar algumas variaveis ambientais correlacionando-as com a
presenca de microrganismos na agua do estuario e nos moluscos bivalves da regiao

da llha das Caieiras.

6.2 Influéncia de fatores fisico-quimicos sobre a presenca de microrganismos
em agua e moluscos bivalves

Condicbes fisico-quimicas circundantes podem contribuir para persisténcia de
bactérias e virus entéricos no ambiente e em bivalves. Nestas condicdes os
microrganismos podem estar adsorvidos a matéria organica, particulas suspensas
ou acumulados no sedimento (OLIVEIRA et al., 2011).

Muitos trabalhos tém demonstrado essas correlagdes, como os estudos de
Phanuwam et al. (2006) e Moresco et al. (2012). Phanuwam et al. (2006)
demonstrou um aumento na concentracdo de E. coli e virus entéricos com 0
aumento da turbidez e diminuicdo da condutividade e temperatura em diferentes
amostras de agua subterranea e fluvial e Moresco et al. (2012) em Santa Catarina
observou o aumento de E. coli e virus entéricos (AdV, poliomavirus, NoV Gl e Gll e
virus da hepatite A) com a diminuicdo da salinidade e temperatura. N&o foi
observada nenhuma correlacdo entre a presenga de microrganismos € o oxigénio
dissolvido, porém uma correlacdo negativa foi observada com a salinidade para
adenovirus, poliomavirus e virus da hepatite A. Outra correlacdo negativa observada
foi que a combinagdo dos altos niveis de salinidade com a elevada temperatura
apresenta um possivel sinergismo sobre a reducado do genoma de virus da hepatite
A nas amostras de agua do mar.

Os resultados obtidos para a presenca de virus neste estudo, corroboraram com os
dados obtidos nos estudos de Phanuwam et al. (2006) e Moresco et al. (2012) em
que a turbidez e SDT apresentaram-se positivamente correlacionadas com a
presenca de RV e AdV. De fato, particulas em suspensao constituem um veiculo

natural dominante na ajuda a sobrevivéncia de virus na agua, pois 0s virus sao
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capazes de se agregar rapidamente as particulas sélidas, protegendo-se desta
forma dos fatores degradantes, como luz UV (MARINO et al., 2005).

Wetz et al. (2004) mostraram que em amostras de agua do mar, altos niveis de
salinidade aumentam a agregacao viral e resulta em baixos titulos virais, mas os
parametros condutividade e salinidade nd&o se mostraram diretamente
correlacionados com a presenca de virus no presente estudo. Outros fatores como a
pluviosidade, se mostraram mais relacionados a presenca dos virus nas aguas do

estuario e nos bivalves estudados.

E importante ressaltar que devido a mudanca de padrao de maré de 0,8 m enchente
para 0,3 m enchente adotado a partir do més de outubro, as correlacées esperadas
entre pluviosidade x salinidade e pluviosidade x condutividade, apresentaram padréao
diferente do esperado. A diluicdo de ions que ocorre apds eventos de chuva, causa
uma diminuicdo das medidas de condutividade e salinidade, mas a partir de outubro
essas medidas permaneceram elevadas. I1sso ocorreu provavelmente devido a maior
interferéncia do sedimento, que revolvido pela chuva pode ter contribuido para
suspensao de ions, particulas sélidas e biolégicas anteriormente sedimentadas
(JENG et al.; 2005; HALLER et al., 2009). Assim, presenca de virus, aparentemente
esteve mais relacionada com a precipitacdo do que com valores de condutividade e

salinidade menores.

No estudo de Justino (2009) foi verificada uma correlagdo positiva entre meses
chuvosos e a presenca de virus entéricos em amostras d’agua e sururus apds um
monitoramento de 14 meses comparando estacdo seca e chuvosa na cidade de
Vitéria (ES). O presente estudo detectou a presenca de virus em ambas as
estacdes, seca e chuvosa. Mas é importante ressaltar que embora os virus entéricos
estudados pudessem estar ausentes em alguns meses com pouca ou nenhuma
precipitacdo, sua presenca foi detectada em todos os meses de chuva. Durante a
precipitacdo intensa, o sedimento e as particulas em suspensdo sao revolvidos e
liberados para diferentes alturas da coluna d’agua, o que leva a dispersdo e ao
transporte de virus associados as particulas. O processo de lixiviacao e escoamento
artificial ap6s fortes chuvas, também sdo fatores contribuintes para este
espalhamento (NICOSIA et al., 2001). Esses dados demonstram a importancia de
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um monitoramento do sedimento da regidao de estuério da llha das Caieiras. Estudos
como esses poderdo ajudar a elucidar o papel dos sedimentos como fonte de

contaminantes virais para agua e bivalves.

Os parametros de temperatura e pH ndo apresentaram grandes variacées ao longo
do periodo de monitoramento e os testes estatisticos ndo apontaram correlacédo
entre estes parametros e a presenca de virus no ambiente. Entretanto, nos meses
que apresentaram temperatura mais baixa, entre Agosto e Novembro, a deteccao de
virus foi observada em todas as amostras. Um resultado similar também foi
observado nos estudos de Le Guyander et al. (2000) que demonstrou que a
contaminacao viral em amostras de agua foi significativa durante a estacao fria. Em
varios estudos, virus entéricos tém sido reportados como apresentando uma
sobrevivéncia mais longa e frequente em temperaturas menores em ambientes
naturais. Altas temperaturas podem danificar o capsideo viral ou os &cidos
nucleicos. Esses danos impedem a adsorcao dos virus ao seu hospedeiro e levam a
inativacao de enzimas requeridas para sua replicagao (FONG & LIPP, 2005).

Nenhum parametro esteve correlacionado a presenca de NoV no ambiente. Um
resultado similar foi obtido por Moresco et al. (2012) ja citado. Dentre os varios virus
entéricos avaliados, apenas NoV nao apresentou correlacdo com nenhum parametro
fisico-quimico. Uma possivel razdo para essa auséncia de correlacdo de NoV com
quaisquer parametros fisico-quimicos analisados para amostras de agua, pode estar
relacionada a sua caracteristica de ser um virus causador de surtos e ndo sazonal
(LEES, 2000). E para amostras de bivalves, sua reconhecida caracteristica de ligar-
se quimicamente aos tecidos de bivalves (WANG et al., 2008) tornando-os menos

vulneraveis a variacées do meio.

Além dos parametros temperatura, adsorcdo a sélidos suspensos e salinidade a
persisténcia viral em ambientes aquaticos naturais também pode ser fortemente
relacionada a predacao por flagelados, proteases extracelulares, nucleases, e outras
enzimas (FONG & LIPP, 2005), todavia, esses fatores interferentes ndo foram

avaliados neste trabalho.
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Na analise da microbiota de bivalves, é importante ressaltar que variacdes inter e
intra espécie determinam a quantidade de agua filtrada, que € entre vinte e cem
litros de agua por dia, independentemente das condigdes ambientais circundantes
(RICHARDS, 1988; ROBERTSON, 2007). Isso significa que a fisiologia alimentar de
moluscos bivalves determina a acumulagdo de microrganismos patogénicos filtrados
da agua circundante mais do que as condicdes ambientais aos quais estédo
submetidos (BURKHARDT & CALCI, 2000; HO & TAM, 2000).

No presente estudo, ndo foi observada nenhuma correlacao entre os fatores fisico-
quimicos, pluviosidade e altura das marés com a presenca de E. coli nas amostras
de agua e bivalves. Esse resultado pode ser justificado pelas elevadas
concentragdes de E. coli encontradas durante todo o periodo de monitoramento,

sem variacoes significativas entre as analises mensais para cada amostra.

6.3 Deteccao de coliformes termotolerantes nas amostras de agua do estuario
e moluscos bivalves

A seguranca de corpos d’agua para fins recreacionais é estabelecida com um exame
microbiolégico de amostras de agua. A premissa deste padrdo adotado é baseada
na identificagdo de microrganismos indicadores de contaminagao por esgoto urbano.
Os indicadores mais frequentemente usados sao enterococos, coliformes
termotolerantes e E. coli (ORTEGA et al., 2009).

A contaminacao de corpos hidricos com esgoto sanitario tem implicacées que vao
além da contaminacao direta de pessoas. A contaminacao indireta pode ocorrer com
o consumo de alimentos marinhos crescidos nestas areas contaminadas. Moluscos
bivalves sdo um exemplo, que por apresentarem a capacidade de acumular
particulas do meio, resultante de sua fisiologia alimentar, sdo bons indicadores da
qualidade do ambiente em que crescem (SAPKOTA et al, 2008). Se seu
crescimento ocorre em areas com contaminacdo fecal, eles podem concentrar
bactérias e virus patogénicos em seu trato digestivo e ao serem ingeridos, transmiti-

los aos individuos susceptiveis, causando-lhes doencas (BOSCH, 1998).
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O local avaliado neste estudo corresponde a uma darea utilizada pela populacédo
adjacente para atividades recreacionais e de lazer. O extrativismo de mariscos e
pescados também é realizado, embora nao se trate de uma regidao previamente
destinada ao cultivo de frutos do mar e nem se apresente estruturada pela presenca
de fazendas e criadouros. Os pontos do estuario selecionados (P1 e P2), onde
foram coletados os sururus e as ostras correspondem aos locais de ocorréncia
natural destes bivalves e sdo prioritarios na extracéao dos bivalves pelos pescadores
da regido. Segundo estes profissionais, normalmente cerca de 20 Kg de sururus sédo
vendidos por semana, enquanto a comercializagdo de ostras se d4 em sua maioria
por encomenda, chegando a demanda de 70 Kg em um unico pedido. Apesar de
normalmente o sururu ser cozido antes do consumo, outras espécies tais como
ostras, sdo habitualmente consumidas cruas, € podem representar elevado risco
tanto a turistas, quanto apreciadores destes bivalves e a propria populacao local, se
consumidas cruas. O mesmo pode acontecer com os mexilhdes quando sao

consumidos mal cozidos.

A avaliacdo da qualidade bacteriol6gica das aguas de estuario nos pontos 1 e 2 (P1
e P2) revelou durante todo o monitoramento a presenca de coliformes
termotolerantes dentro dos padrdoes considerados préprios estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA 274/2000 para agua recreacionais. Somente os valores
encontrados para o més de dezembro estiveram acima do padrdo considerado
“préprio”, mas ainda assim mantiveram-se abaixo do limite estabelecido para
“impréprio”. Entretanto, as mesmas aguas apresentaram o nivel de 73% de
positividade viral ao longo do periodo de estudo. Esses resultados reforcam os
estudos que mostram que os coliformes termotolerantes ndo s&o um indicador de
contaminacao fecal suficiente, pois ndo apresenta correlacdo com a presenca de
particulas virais em aguas (ROMALDE et al., 2002; SERRACA et al., 2010).

Ao analisar a qualidade da agua para fins de cultivo de bivalves, conforme padrao
preconizado pelo CONAMA 357/2005 foi observada a inadequagcao da area para
este uso, pois o limite de 43 coliformes termotolerantes/100 mL de 4gua do estuério
foi excedido em até 30 e 20 vezes no ponto 1 e 2 respectivamente, levando em
conta os valores maximos obtidos de coliformes termotolerantes durante todo o

periodo de monitoramento. Apenas os meses de fevereiro no ponto 1 e junho e
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agosto no ponto 2 apresentaram niveis abaixo do estabelecido por esta legislacao.
A adocao exclusiva da andlise do parametro agua do estudrio neste caso, ja seria
suficiente para indicar que a area em que se esta sendo feito o extrativismo destes
bivalves € uma area imprépria de cultivo, colocando em risco a saude dos

consumidores dos mariscos procedentes desta regiao.

Os resultados também demonstraram que a densidade encontrada de coliformes
termotolerantes nos bivalves mostrou-se cerca de 400x (ostras de mangue), 1000x
(sururu de mangue) e 1400x (sururu de coroa) mais contaminados do que as
amostras de agua de onde foram coletados. Esses dados refletem a eficacia do uso
de moluscos bivalves como bioindicadores ambientais, pois podem concentrar
contaminantes em niveis tdo elevados quanto 1.000 a 10.000 vezes superior as
verificadas na fonte de exposicdo (UNEP, 2004). Isso é significativo, pois a analise
do tecido destes organismos € capaz de indicar a contaminagao por substancias ou
microrganismos potencialmente patogénicos presentes na agua circundante, mesmo
que as condicdbes ambientais ndo aparentem a presenga de contaminacao
proveniente de atividade antrdpica.

Estas observacbes sao especialmente relevantes, levando-se em conta as
diferencas de critério adotadas para certificacdo de qualidade sanitaria de moluscos
bivalves. Os paises europeus, por exemplo, classificam os moluscos bivalves de
acordo com a quantidade de Escherichia coli por 100g do tecido. Ja a FDA (2003)
dos Estados Unidos classifica as &reas de cultivos de moluscos bivalves de acordo
com a quantidade de coliformes totais ou termotolerantes presentes na agua de

cultivo e ndo nos moluscos bivalves.

Assim, a adocao do critério utilizado pela FDA na regidao de estudo levaria a falsa
conclusdo de que os sururus e ostras da regido estariam préprios para consumo,
embora tenham sido detectados altos niveis de contaminagdo por coliformes
termotolerantes no tecido destes bivalves. Por outro lado, se a legislagéo brasileira
adotasse um critério com valores similares ao europeu 0s sururus e ostras coletados
e vendidos na llha das Caieiras seriam classificados como em darea de “cultivo
proibido” a maior parte do periodo de monitoramento. Por este critério, somente uma
minoria de amostras de ostras e sururus poderia apds processo de depuracgdo, voltar



103

a ser comercializada. Esse padrao europeu de qualidade parece refletir as
condicAes sanitarias dos bivalves de modo mais proximo a realidade, resultando em

um produto mais seguro para a populacédo consumidora.

E importante ressaltar que no estudo de Justino (2009), apés analisar amostras de
sururu de mangue da mesma regiao foi verificado que a quantidade média de
bactérias presentes era 400X maior que a detectada em 100 mL da agua
circundante. No estudo atual foi registrado na mesma espécie uma quantidade de
coliformes termotolerantes 1000X maior no mesmo volume de agua. Esses dados
demonstram um aumento significativo da contaminacéao fecal na area de estudo nos

Gltimos anos.

Os constantes altos niveis de coliformes termotolerantes acumulados nos bivalves
pode ser justificado pelo frequente influxo de cargas de esgoto provenientes do Rio
Santa Maria no ponto 1. Este rio recebe o aporte de esgoto sem tratamento em
varios pontos do seu curso. Alguns estudos ja foram realizados na regido
demonstrando uma importante contribuicdo de esgoto nao tratado lancado no Rio
Santa Maria, proveniente do municipio de Serra (CORREIA JUNIOR, 2003). No
ponto 2 os elevados niveis de coliformes termotolerantes detectados em bivalves
podem estar mais relacionados com as altas concentragdes de coliformes
termotolerantes associadas ao sedimento (JENG et al., 2005; HALLER et al., 2009).
Um estudo em andamento, para verificar a contaminacao fecal no sedimento do
ponto 2 tem sido realizado paralelamente a pesquisa com bivalves e ja tem
demonstrado uma quantidade de coliformes termotolerantes quase tdo elevada
quanto aquela encontrada nos bivalves (dados ainda nao publicados). Outro fator
interferente, para os dois pontos de coleta de amostras, é a propria auséncia de um
sistema de saneamento da llha das Caieiras que pode também estar contribuindo
para este grau de contaminacao visto que diversas manilhas podem ser observadas
nas saidas do bairro beirando as margens do estuario (figura 24). O estudo de
Justino (2009) corrobora essa afirmacéao, pois verificou que a maior densidade de E.
coli foi detectada no cais da Ilha das Caieiras, em relacao a outros pontos de andlise
do estudo, sugerindo que a contaminacao proveniente do bairro Ilha das Caieiras e,
provavelmente, também dos outros bairros adjacentes, € um dos principais

contribuintes para a contaminacao do estuario.
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Figura 24: Manilhas podem ser observadas nas saidas dos bairros da regido da llha
das Caireiras beirando as margens do estuario.

Nessa mesma regido, Justino (2009) também detectou AdV, RV e NoV GIl em
elevadas frequéncias nas amostras de agua do estuario e bivalves. Um impacto
consideravel resulta da capacidade de moluscos bivalves acumularem virus
humanos a partir de matrizes aquéticas contaminadas. Varios estudos tém mostrado
que moluscos bivalves podem servir como carreadores virais e acumular um alto
nivel de particulas virais em seus tecidos (LEES, 2000; GIRONES, 2010).

6.4 Deteccao viral nas amostras de agua do estuario e moluscos bivalves.

Os virus entéricos humanos sdao o0s agentes etioldgicos mais comumente
transmitidos por moluscos bivalves, sendo as ostras os vetores de doenga
predominantes. Mexilhdes também sdo responsaveis por muitos surtos (LEES,
2000).

Nesse estudo verificou-se a ocorréncia de AdV, RV e NoV Gll em aguas do estuario
e no sururu de coroa procedentes de uma area préxima a desembocadura de um
importante rio da Baia de Vitoria, que recebe o aporte de efluentes domésticos in
natura, o Rio Santa Maria da Vitéria. Outro ponto de ocorréncia de AdV, RV e NoV
em agua do estuario de ostras e sururus de mangue foi em uma area de bosque de
manguezal considerada mais protegida, localizada a uma distdncia maior da
desembocadura do rio em relagao ao primeiro ponto.
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Os trés virus estudados foram detectados em todas as amostras analisadas durante
varios meses de todo o periodo de monitoramento. A tabela 24 apresenta uma
comparagao entre os resultados das frequéncias virais obtidas no presente estudo a
alguns trabalhos realizados em outros paises. Essa andalise demonstra uma elevada
frequéncia dos trés virus estudados nas amostras de bivalves da llha das Caieiras,

acima daquela encontrada em bivalves de outras regides.

Tabela 24: Deteccado de virus entéricos em amostras de moluscos bivalves e de
agua observada por diferentes autores.

Autor/Local Virus estudados Resultados
RV presente em 27% das amostras de
Le Guyader et al. o
RV e outros ostras e em 52% das amostras de
(2000)Franca =
mexilhdo

Nishida et al. (2003) Presenca de NoV em 9% das amostras

- NoV de ostras.
Japao
Adenovirus em 20% das amostras de
Karamoko et al. (2005) mexilhdes coletados em area
AdV i
Marrocos contaminada por esgoto
Vilarifio et al. (2009) NoV em 50% das amostras de
NoV, RV e - ) .
Espanha mexilhdo Mytilus galloprovincialis. RV
outros e
em 4,9% dos mexilhoes.
RV em até 69,2% das amostras de P1,
Presente estudo P2 e sururu de coroa;
Ilha das Caieiras, AdV, NoV e RV NoV Gll em 84,6% das amostras de
cidade de Vitéria— ES ostras e 38,5% de P2. AdV em 53,8%

de sururus de coroa e 46,1% de P2

Os principais fatores que controlam a ocorréncia e distribuicdo de virus entéricos no
ambiente incluem elevada excrecdo pelos hospedeiros, temperatura da agua,
susceptibilidade a inativacdo pela luz solar, agregacao com sélidos suspensos e
outras variaveis ambientais, como a concentracdo de nutrientes, presenca de
predadores, chuva e escoamento superficial (FONG & LIPP, 2005). Uma
comparagao do presente estudo com resultados obtidos em estudos similares é feita
a seguir. Em todos os casos a presenca de virus esta relacionada a um ou mais
fatores indicados por Fong & LIPP (2005).
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O estudo feito por Kozyra et al. (2011) na Polénia analisou amostras de agua do Rio
Wieprz e detectou AdV e NoV em 35% das amostras de agua fluvial. AdV humanos
foram detectados em 28.3% destas amostras positivas. Comparando estes dados
com o monitoramento realizado no P1, do presente estudo, percebe-se que essa
area mais afetada pela influéncia fluvial, apresentou uma prevaléncia superior ao
estudo de Kozyra et al. (2011), com cerca de 40% de prevaléncia de AdV. Em
estudos prévios realizados por outros autores, AdV humanos tem sido detectados
com uma prevaléncia que varia entre 22,2 - 97,5% em 4&guas fluviais (VAN
HEERDEN et al., 2005; HAMZA et al., 2009).

Estudos realizados na Europa e em outras partes do mundo tém sugerido incluir
adenovirus como um indicador de poluicdo de origem fecal em aguas porque eles
tém se mostrado mais persistentes e presentes em maior nimero do que enterovirus
e outros virus em esgoto e ambientes aquéticos contaminados (FONG & LIPP,
2005). Entre estes estudos, o de Muniain-Mujika et al. analisou prevaléncia de
patdgenos virais em moluscos bivalves em trés sitios da Espanha, com diferentes
niveis de contaminagcdo fecal, 47%, 19% e 24% de positividade para HAdV,
enterovirus humanos (HEV), e virus da hepatite A, respectivamente. Eles
propuseram o uso HAdV como um indicador de contaminagdo viral em bivalves,
porque HAdV foi detectado em todas as amostras que foram positivas para HEV e
virus da hepatite A.

No presente estudo AdV nao foram os virus de maior prevaléncia nas amostras de
agua, sururus ou ostras. Os RV foram os virus mais prevalentes nas amostras de
agua (P1 e P2) e nos bivalves a prevaléncia variou entre RV e NoV Gll. Um perfil
semelhante foi observado com as matrizes de dgua no mesmo local de coleta de
amostras no estudo de Justino (2009). Isso sugere que embora AdV possa ser
preferencial na utilizacdo como marcador viral de contaminacdo de ambientes
costeiros em algumas regidées do mundo, 0 mesmo pode ndo ser o marcador de
contaminacdo ambiental mais apropriado na nossa regido de estudo.
Adicionalmente, esse resultado ressalta a importancia dos estudos para encontrar

um marcador mais proximo ao ‘ideal’ em aguas costeiras e moluscos bivalves.
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A elevada prevaléncia de RV seja em amostras de matrizes aquaticas ou de
moluscos bivalves tem sido descrita por muitos autores (GERBA et al.,, 1996; LE
GUYADER et al., 2000; MIAGOSTOVICH et al., 2008) e representam a causa mais
comum de diarréia grave na infancia em todo o mundo. Dados do INCQS (2010)
apontam RV como o 6° maior agente etiolégico causador de surtos alimentares no
Brasil entre 1999 a 2010. Dentre os virus entéricos, RV é o unico que pode ser
prevenido por vacinagdo. A Vacina Oral de Rotavirus Humano (VORH) de nome
comercial Rotarix foi implantada no Brasil em marco de 2006, dirigida a populacéo
de menores de seis meses de idade e atualmente faz parte do Programa Nacional
de Imunizacdo. E uma vacina elaborada com virus isolados de humanos e
atenuados. A cepa utilizada (RIX4414) possui apenas um sorotipo em sua
composicao que € o G1[P8] (MS, 2006). A alta prevaléncia de RV foi observada nas
amostras do estuario e bivalves no presente estudo, apesar de a regido da llha das
Caieiras apresentar a cobertura vacinal com a VORH. No trabalho de Nakagomi et
al. (2008) realizado em Recife, a analise de amostras clinicas de criangcas com
diarréia, ap6s periodo de introducdo da VORH, demonstrou a diminuicao
significativa de 27% de deteccao da taxa de RV G1P [8] e com isso houve reducéo
na taxa de deteccao de rotavirus entre os casos de diarréia causada por esta cepa.
Por outro lado, foi observada uma alta prevaléncia de RV G2P[4] entre as criancas
doentes. Isso ocorreu devido a menor eficacia da vacina VORH contra a cepa RV
G2P[4], que ao encontrar uma populagédo vulneravel apresentou vantagem seletiva
sobre as cepas G1. De maneira similar, a alta prevaléncia de RV nas amostras
ambientais da llha das Caieiras, mesmo com a cobertura vacinal, pode estar dentro
da flutuagcdo normal de co-circulacdo de gendtipos de RV, mas afirmacdes
conclusivas ndo podem ser feitas, pois ndo foram realizados experimentos para

conferir a genotipagem dos virus estudados.

Além de AdV e RV, o terceiro virus detectado nas amostras de aguas de estuario e
moluscos bivalves da llha das Caieiras foi o NoV Gll. Quando Justino (2009)
detectou NoV em amostras de agua do estudrio na llha das Caieiras, foi detectada
uma taxa de 4,8% de positividade nas amostras, enquanto que nas analises de
sururu de mangue nao foram detectadas nenhuma amostra positiva de NoV ao
longo de todo monitoramento. O atual monitoramento indicou um aumento para

15,4% e 38,5% de positividade deste virus nas amostras de P1 e P2 da mesma
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regiao, e verificou a presenca de NoV Gll nas amostras de sururus de coroa, sururus
de mangue e ostras de mangue com taxas de 53,8%, 60,0% e 84,6%,

respectivamente.

Esses dados sugerem um aumento na circulacdo do NoV Gll na regidao de estudo, o
que é corroborado com o estudo de Ribeiro et al. (2008) que demonstrou a presenca
de NoV em 40% das amostras clinicas analisadas na cidade de Vitéria. Contudo, a
utilizacdo de uma nova técnica mais sensivel, a qPCR também pode ter sido a
causa na elevacao da prevaléncia do NoV Gll nas amostras, pois permitiu a
deteccdo do genoma viral desta espécie de virus em varios meses em que a nested-

PCR nao foi capaz de detectar.

A maior taxa de positividade de NoV Gll foi observadas nas ostras de mangue. Isso
corrobora os estudos de Wang et al. (2008) que demonstrou que ao infectar os
tecidos digestivos das ostras, NoV s&o capazes de ligarem-se especificamente a
anticorpos nestes tecidos, tornando-os mais estaveis nesta espécie de bivalve. A
presenca de NoV em ostras de mangue neste estudo, chegou a ser 9x maior do que
um estudo realizado por Nishida et al. (2003) com ostras procedentes de seu
ambiente marinho natural no Japdo. Esse dado sugere uma contaminacao
significativa das ostras da regido e deve despertar a preocupacao de autoridades de
saude, pois NoV em ostras sdo reconhecidamente causadores de gastroenterites e
estdo frequentemente associados a surtos em humanos (LOPMAN et al., 2003).
Adicionalmente esta espécie de bivalve é costumeiramente consumida crua,
especialmente por turistas. Assim, a elevada contaminacdo das ostras de mangue
da localidade da llha das Caieiras e seu consumo in natura constituem potencial

risco para saude dos consumidores da regido.

Problemas de saude humana associados ao consumo de moluscos bivalves
contaminados com diversos virus sdo bem descritos (LE GUYANDER et al., 2000;
LE GUYANDER et al., 2008). A deteccao de mais de um tipo de virus nestes
animais aumenta o risco de desenvolvimento de doencgas, especialmente surtos de
gastroenterite. Ainda assim, ndo sdo raros os estudos que demonstram a deteccao
de mais de um tipo de virus (coinfeccdo) nas amostras de bivalves, sejam
procedentes de seu ambiente natural ou cultivados em cativeiro (VILARINO et al;
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2009). Nos estudos de Vilarino et al. (2009) e Justino (2009) realizados na Galicia
(Espanha) e em Vitéria (Brasil), respectivamente, foram monitorados moluscos
bivalves em ambiente natural para a presenca de diferente virus, dentre eles NoV e
RV e AdV. Ambos demonstram a coinfecgéao de bivalves com dois virus diferentes. O
presente estudo também realizado em bivalves provenientes de ambientes naturais
apresentou uma positividade total viral superior a encontrada na regidao da Galicia, e
apresentou a coinfeccdo dos 3 diferentes virus procurados. Bivalves de seu
ambiente natural apresentam uma variedade maior de virus detectados e as maiores
taxas de coinfeccdo quando comparados aos bivales de cativeiro. Isso reflete a
condicao de areas contaminadas com esgoto urbano, em que mais de 100 espécies
de virus de origem fecal sdo lancadas no ambiente (TEUNES et al.; 2008).

Um diagndstico preciso para a detecgdo de virus no ambiente, especialmente
quando contaminado por esgoto, € dificultado pela presenca de substancias
inibidoras como compostos fendlicos, metais pesados a acido humicos.
(SCHRIEWER, et al,, 2011 apud WILSON, 1997). Essas substancias inibidoras
impactam na sensibilidade de técnicas moleculares, podendo levar a subestimacgéo
da presenca ou concentracdo de agentes patogénicos nas amostras. Assim, a
escolha de um método mais sensivel e especifico & fundamental para analise de

microrganismos em amostras ambientais.

6.5 A PCR em tempo real como ferramenta na deteccao e quantificacao de

microrganismos em amostras ambientais

A PCR em tempo real tem sido descrita como mais rapida, sensivel e especifica que
as técnicas moleculares convencionais. O uso da técnica da PCR em tempo real
neste estudo viabilizou uma analise quantitativa da contaminagéo viral das amostras.
A tabela 25 apresenta uma comparagao dos resultados de andlises de virus em
diferentes matrizes utilizando a PCR em Tempo Real.
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Tabela 25: Quantificagdo de virus entéricos em amostras ambientais, clinicas e de

moluscos bivalves observada por diferentes autores

Autor/Local

Descricao

Muscillo et al (2008)
Italia

AdV em agua do mar: 4x10°-7,7x10° CG/10L
AdV em &gua fluvial e de estuario: 3,4x10°-2,3x10° CG/10L
AdV em esgoto: 1,1x10%-1,8x10° CG/mL

Zeng et al (2008)

RV em amostras clinicas:
1.70x10*- 9.23x10"" CG/g de fezes

Le Guyander et al
(2009) Franca

NoV Gll em mexilhdes:
1,5x10" CG/g de tecido

Haramoto et al
(2010) Japao

AdV em agua fluvial:
3,16X10°%-1,38x10° CG/L

Fumian et al (2010)

Rio de Janeiro, Brasil

RV A em esgoto:
2.5x10%- 1.6x10" CG/L

Rigotto et al (2010)
Florianépolis, Brasil

AdV em agua do mar:
6,0x10° - 7,3x10” CG/L
AdV em ostras de regiao de cultivo:
1,3x10* - 6,0x10° CG/g tecido

Souza et al (2012)
Florianépolis, Brasil

AdV em agua do mar:
Ausente — 3,0x10° CG/L
AdV em ostras de regiao de cultivo:
4,3x10" - 3,7x10° CG/g de tecido
NoV Gll em ostras de regiao de cultivo:
1,2X10° CG/g de tecido

Este estudo (2012)
Vitéria, Brasil

AdV em agua de estuario: 3,92x10" - 3,04x10° CG/100mL
AdV em moluscos: 1,27x10%- 9,15x10° CG/g tecido
RV em &gua de estuério: 9,24x10" - 3,17x10* CG/100mL
RV em moluscos: 9,92x10" ~1,26x10° CG/g tecido
NoV Gll em aguas do estuario: 2,02 - 1,55x10" CG/100mL
NoV Gl em moluscos: 1,43x10" - 9,53x10" CG/g tecido

(“CG”: Copias génomicas).

Os resultados do presente trabalho revelaram concentracdes similares de particulas

virais (copias genémicas) quando comparado com outros estudos, nas amostras de
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agua e de bivalves para AdV e NoV Gll. Por outro lado, a concentracdo de RV em
todas as amostras analisadas atingiu niveis tdo elevados quanto os encontrados em
amostras clinicas (fezes) e de esgoto, que normalmente sdo mais contaminadas do

que amostras de estuario e de agua do mar, respectivamente.

Um padrdao que determine limites maximos toleraveis de particulas virais em
ambientes aquaticos ou em moluscos bivalves destinados ao consumo humano
ainda ndo foi estabelecido. Entretanto, um fator consensual entre os diferentes
autores é que a contaminagcédo de ambientes aquaticos e moluscos bivalves por virus
entéricos relaciona-se com a proximidade a descargas de esgoto urbano ou a
presencga de estacdes de tratamento de esgoto, que nao sao eficientes em remover
particulas virais ao longo do seu processo (MUSCILLO et al., 2008; HARAMOTO et
al., 2010; RIGOTTO et al., 2010).

No presente estudo, nas amostras de agua do estuario, os resultados foram
expressos em numeros de cépias genémicas por 100 mL de agua e nao por 1 L,
como nos outros estudos. Este padrao de volume de agua foi adotado para permitir
uma comparagdo entre a quantidade de virus com os resultados de colifromes
termotolerantes, que sao expressos em unidades formadoras de colénia (UFC) por
100 mL, segundo o critério estabelecido para andlise de balneabilidade de agua
recreacionais (CONAMA 274/2000). O resultado desta comparacdo demonstrou que
a adequacao aos padrdes de balneabilidade de coliformes termotolerantes em 100
mL de agua do estuario, nos pontos 1 e 2, ndo assegura a qualidade da mesma,
pois no mesmo volume, a quantidade de genomas virais detectados nas amostras
foi elevada. Esse fato faz com que o risco de contaminacdo humana e o
desenvolvimento de doencas permanecga sobre a populacao exposta, pois a dose
infecciosa de virus entéricos pode ser tdo baixa quanto 1-10 particulas virais viaveis
(BOSCH 2010).

A utilizacdo da técnica PCR em tempo real mostrou-se fundamental para um
diagnéstico mais preciso da contaminacdo dos moluscos bivalves estudados. Com
esta técnica foi possivel detectar mais amostras positivas para os trés virus

avaliados, demonstrando que o emprego de métodos baseados na PCR em tempo
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real para deteccao e quantificacao viral fornece as vantagens de uma anélise rapida

com elevada sensibilidade e reprodutibilidade.

Neste estudo, também foi observada a deteccao de varias amostras positivas para
nested-PCR, enquanto negativa para qPCR nas analises de RV e NoV Gll. O uso de
primers para diferentes regides do genoma pode ser uma possivel razdo desta
diferenca observada. Os primers sugeridos por Hafliger et al (1997) para NoV Gll
utilizados na nested-PCR correspondem a regidao conservada do gene da RNA
polimerase, enquanto que os primers sugeridos por Kageyama et al (2003) para o
mesmo virus utilizado na gPCR correspondem a regidao conservada de juncao das
ORFs 1 e 2, referentes aos genes da RNA polimerase e do capsideo viral. Para a
deteccao de RV, os primers sugeridos por Hafliger et al (1997) para a nested-PCR e
Zeng et al (2008) para gPCR correspondem, respectivamente a regiao conservada
do gene da proteina estrutural do capsideo externo VP7 e a proteina nao estrutural
NSP3. Esses dados demonstram que a escolha dos primers pode afetar a eficacia
das técnicas utilizadas e que a escolha do primer mais adequado é fundamental
para um diagnéstico mais preciso da amostra avaliada. E digno de nota que para a
deteccédo de AdV, Allard et al (2001) e Hernroth et al (2002) sugeriram os primers
situados na mesma regiao de amplificagéo, correspondente a regidao conservada do
gene hexon. Neste caso, ndo houve a deteccdo de amostras positivas pela nested-
PCR que nao tenha sido detectada pela qPCR.

Uma razdo adicional para a deteccdo da mesma amostra como sendo positiva
utiizando a nested-PCR, enquanto negativa com a gPCR, é a sua maior
(1997) e Stults et al (2001) demonstraram que contaminantes organicos, metais,
acidos humicos e outros componentes inibidores presentes em elevadas
concentracdes em amostras ambientais podem associar-se a sonda, interferindo na
deteccao da fluorescéncia. Esse efeito torna a gPCR mais sensivel a inibicdo do que

a nested-PCR que nao apresenta o uso de sondas em seu sistema de deteccgéao.

Assim, nao se recomenda a exclusdo do uso de técnicas de PCR convencionais
pela substituicao com a PCR em Tempo Real. Recomenda-se seu uso em conjunto

com as técnicas moleculares convencionais, para tornar andlises virais em matrizes
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ambientais ou alimentares mais precisas. Porém é importante que os seguintes
obstaculos sejam considerados: resultados falso-negativos quando o titulo viral é
muito baixo e a superestimacao do risco através da deteccao de particulas virais
ndo-infecciosas/inativadas, sugerindo um resultado positivo que nao
necessariamente representa uma ameaca a saude publica (YEH et al., 2009).

A incapacidade de fornecer informacdes sobre a infectividade do patégeno ou o
indicador detectado tem sido a principal critica da utilizacdo desta técnica em
amostras ambientais (GIRONES, 2010). Assim, diferentes grupos de estudo de
Virologia Ambiental em varias partes do mundo tém se empenhado em discutir e
esclarecer este e outros aspectos da contaminacao ambiental por virus entéricos e
as metodologias mais apropriadas de deteccao, quantificacdo e confirmacao de sua
infecciosidade. O avanco destas pesquisas permitira uma avaliagdo mais acurada da
qualidade microbiolégica de ecossistemas aquaticos e alimentos provenientes

destes.
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7. CONCLUSOES

As amostras dos moluscos bivalves provenientes de area de manguezal do sistema
estuarino da Baia de Vitéria revelaram elevadas concentragbes de coliformes
termotolerantes sendo que as duas espécies de mexilhdo (sururu de mangue e
sururu de coroa) apresentaram-se mais contaminados que as ostras para este

parametro.

Os niveis de coliformes termotolerantes das amostras de agua do estuario
apresentam-se bastante superiores aos limites estabelecidos para dguas destinadas
ao cultivo de bivalves definido pelo CONAMA (357/2005) durante a maior parte do
periodo de monitoramento, demonstrando que a area de onde sdo coletados os

bivalves ndo é uma area propria para seu cultivo e comercializagao.

Os trés virus avaliados, adenovirus, rotavirus e norovirus foram detectados nas
amostras de agua do estuario e nas diferentes espécies de bivalves estudadas ao
longo de todo o periodo de monitoramento. A elevada contaminacado viral e
bacteriolégica das amostras indica que esta &rea continua sob impacto
antropogénico resultante do despejo de esgoto sanitario na regiao, e que 0 consumo
de diferentes espécies de bivalves procedentes do manguezal da llha das Caieiras
apresenta um potencial risco de causar doencgas gastrointestinais aos consumidores,

especialmente se ingeridos crus.

Uma diferenga significativa foi observada na detecgdo dos virus entéricos nas
amostras de bivalves pelo uso da gPCR em comparacao com a PCR convencional
(nested-PCR). A qPCR mostrou-se mais eficiente e sensivel na detecgdo de virus
entéricos nas amostras de bivalves, sugerindo que sua implementacao na rotina de
analise de amostras ambientais e alimentares pode fornecer um laudo mais preciso
da qualidade sanitaria das matrizes avaliadas. As analises moleculares detectam
particulas virais apenas pela presenca do numero de cépias do seu genoma, nao

sendo, portanto possivel inferir sobre o seu potencial infeccioso nestas amostras.

Os estudos envolvendo condi¢cdes ambientais e a presencga de virus nas amostras

de 4gua e bivalves corroboraram estudos anteriores em que os parametros turbidez
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e solidos dissolvidos totais apresentaram correlagéo positiva com presenca de virus
no ambiente, enquanto que com os outros parametros avaliados nenhuma

correlacao foi observada.
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8. PERSPECTIVAS

Verificar, por técnicas de cultura celular a infecciosidade de virus entéricos
presentes na agua, nos sururu e ostras provenientes do sistema estuarino da Baia
de Vitéria. Essa verificagdo permitira avaliar o real risco de consumo de alimentos
provenientes de areas contaminadas por material fecal ou pela exposicdo ao

ambiente contaminado.

Realizar a genotipagem dos virus entéricos encontrados nas amostras de agua,
sururus e ostras, visando identificar os genétipos dominantes na regido. Compara-
los com os virus isolados de pacientes com gastroenterite de origem viral para
confirmacgao da circulacdo dos mesmos virus entre este ambiente e a populagédo da
llha das Caieiras.

Realizar um monitoramento apdés a implantacdo do sistema de esgotamento
sanitario que atendera a regiao de estudo, a fim de comparar com os resultados
obtidos neste trabalho e avaliar a qualidade do tratamento de esgoto nessa regiao.
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ANEXO 1

CALCULO PARA OBTENCAO DO NUMERO DE COPIAS GENOMICAS/G DE
BIVALVES

10 Gramas da porcao gastrointestinal

|

3500 microlitros
(Eluido total)

400 microlitros

(Utilizado para extragao)

30 microlitros
(Resultado da extracao)

5 microlitros

(para sintese cDNA)

25 microlitros
(cDNA obtido)
5 microlitros

(reacao qPCR)
X NUMEROS DE COPIAS GENOMICAS/ REACAO

ENTAO: Exemplo, obtencdo de 10 copias genémicas/reacdo
10 cépias — 5 microlitros cDNA
X — 25 microlitros cDNA
X= 50 cépias gendmicas/ 25 microlitros cDNA

x5
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25 microlitros cDNA = 5 microlitros da extragdo acidos nucléicos

50 cépias gendmicas — 5 microlitros extracéo acidos nucléicos
Y — 30 microlitros da extracao acidos nucléicos X6

Y = 300 copias genémicas/ 30 microlitros da extragédo acidos nucléicos

30 microlitros da extracao acidos nucléicos = 400 microlitros de eluido inicial

300 copias gendmicas — 400 microlitros de eluido inicial
z — 3500 microlitros de eluido total X 8,75

Z =2625 copias gendmicas/3500 microlitros de eluido total

3500 microlitros de eluido total = 10g de porcao gastrointestinal
2625 copias gendmicas — 10g de porcao gastrointestinal
w — 19 de porcéao gastrointestinal
W = 262,5 Copias genbmicas/g de marisco

K = constante (5 x 6 x 8,75 = 262,5)
X= numero de copias genémicas por ciclo
N= numero de copias genémicas/g de tecido de molusco

N=(X * K)/10
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ANEXO 2

CALCULO PARA OBTENCAO DO NUMERO DE COPIAS GENOMICAS/100 mL DE
AGUA DO ESTUARIO

1L de agua do estuario

|

12 mL

(Apb6s concentracao)

800 microlitros
(Apoés ultraconcentracao)

400 microlitros

(Utilizado para extragao)

30 microlitros

(Resultado da extracao)

5 microlitros

(para sintese cDNA)

25 microlitros
(cDNA obtido)

l

5 microlitros

(reacao qPCR)

X NUMEROS DE COPIAS GENOMICAS/ REACAO
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ENTAO: Exemplo, obtencdo de 10 copias genémicas/reacdo
10 cépias — 5 microlitros cDNA
X — 25 microlitros cDNA
X= 50 cépias gendmicas/ 25 microlitros cDNA

X5

25 microlitros cDNA = 5 microlitros da extragdo acidos nucléicos

50 cépias gendmicas — 5 microlitros extracéo acidos nucléicos
Y — 30 microlitros da extracao acidos nucléicos X6

Y = 300 copias genémicas/ 30 microlitros da extragédo acidos nucléicos

30 microlitros da extracao acidos nucléicos = 400 microlitros do ultraconcentrado

300 cépias gendmicas — 400 microlitros do ultraconcentrado
z — 800 microlitros do ultraconcentrado total X 2,0
Z =600 coépias gendmicas/800 do ultraconcentrado total

800 do ultraconcentrado total equivalem a 12 mL do volume concentrado
12 mL do volume concentrado equivalem a 1L (1000 mL).
Para obtencao do resultado em 100 mL, dividi-se o0 numero de copias obtidos por 10.

600 copias genémicas — 1000 mL 110
X
W — 100 mL de agua do estuario

W = 60 Copias genémicas/100 mL de agua do estuario

K = constante (5 x 6 x 2 = 60)
X= numero de copias genémicas por ciclo
N= numero de copias genémicas/g de tecido de molusco

N=(X * K)/10
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