Lucas Ariel Totaro Garcia

Viabilidade de adenovirus humano recombinante e norovirus murino em

agua do mar em tanques de depuracao de ostras

Dissertacao apresentada ao
Programa de P6s Graduagdo em
Biotecnologia e Biociéncias da
Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtencdo do Grau
de Mestre em Biotecnologia e
Biociéncias.

Orientadora: Prof. Dr% Célia
Regina Monte Barardi

Floriandpolis
2014



Ficha de identificac&o da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Gerac&o Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Garcia, Lucas Ariel Totaro

Viabilidade de adenovirus humano recombinante e norovirus
murino em dgua do mar em tangues de depuragdo de ostras /
Lucas Ariel Totaro Garcia ; orientadora, C€lia Regina
Monte Barardi - Floriandpolis, SC, 2014.

92 p.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Biolégicas. Programa de Pés-
Graduagdoc em Biotecnologia e Biociéncias.

Inclui referéncias

1. Biotecnologia e Biociéncias. 2. adenovirus
recombinante. 3. depuragdo. 4. agua do mar. 5. norovirus.
I. Barardi, CE€lia Regina Monte. II. Universidade Federal
de Santa Catarina. Programa de DPés-Graduagdo em
Biotecnologia e Biociéncias. III. Titulo.




“Viabilidade de adenovirus humano recombinante e norovirus murino em
agua do mar em tanques de depuracio de ostras”

el

por

Lucas Ariel Totaro Garcia

Dissertagdo julgada e aprovada em sua forma
final pelos membros titulares da Banca
Examinadora (Port. 04/PPGBTC/2014) do
Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia ¢
Biociéncias- UFSC, composta pelos Professores
Doutores:

Orientadora:

: }”/]()n /(’2&0 (Q ua/x

a) Célia Regina M(Y(te Barardi (M#?/CCB/UFSC)

Banca examinadora:

Ao&uac(a e e mec

Dr(a) Adriana de Abreu C%%Mlcrobmlogla ¢ Parasitologia/UFF)
AN

Dr(a)Réfag] Diego/da Rosa (BEG/CCB/UFSC)

Prof(a). Di(a). Marcelo Maraschin

Coordenador do Programa de Pos-Graduagdo em Biotecnologia e Biociéncias.

Florianopolis, 21 de fevereiro de 2014.






“O sucesso nasce do querer, da determinagdo
e persisténcia em se chegar a um objetivo.
Mesmo néo atingindo o alvo,

quem busca e vence obstaculos,

Nno minimo fara coisas admiraveis.”

José de Alencar






AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a todos as pessoas que colaboram para que
esse trabalho pudesse ser realizado.

Primeiramente aos meus pais, Carlos e Mdnica. Nada disso seria
possivel sem o amor, a confianga, 0 apoio e a ajuda deles. Ao meu
irmdo, Leandro, pelas analises estatisticas, mas também pelas conversas
e conselhos, e principalmente por servir de inspiracdo ao meu trabalho.

Agradeco carinhosamente a Prof®. Dr’. Célia Regina Monte
Barardi, pela orientacdo, contribui¢cGes e ensinamentos. Mais do que
isso, obrigado pela confiangca e paciéncia por me aceitar por mais 4
anos.

A Prof®. Dr’. Claudia Maria Oliveira Simdes pelas valiosas
sugestfes durante o meu mestrado e pelas contribui¢des como membro
suplente da minha banca.

Aos demais membros da banca examinadora: Prof. Dr. Rafael
Diego da Rosa, Prof®. Dr®. Adriana de Abreu Corréa e Prof. Dr.
Aguinaldo Roberto Pinto, pela disponibilidade e sugestdes. Ao
Aguinaldo, ainda, por me orientar durante o estadgio de docéncia,
professor pelo qual tenho apreco e admiracao.

Aos técnicos Luciano e Felipe pela a instalagdo das depuradoras e
devidos reparos. A Mariana Rangel, pela ajuda em fazer com que essa
instalacdo pudesse acontecer.

Agradecgo aos colegas e professores do MIP pelo apoio e ajuda
guando necessario.

Aos servidores do LAMEB, Bibiana, Vanessa e Denis, por
contribuirem com minha pesquisa, inclusive finais de semana e feriado.

A todos os colegas do LVA, os que ja passaram e 0s que ainda
estdo. Ndo cito cada um, pois provavelmente esqueceria alguém. Mas,
sou grato pelo ambiente de trabalho sadio e divertido no qual tenho
prazer de fazer parte. Agradeco também as colaboragdes, conversas €
trocas de ideias.

Em especial, agradeco a amiga Mariana Nascimento, a qual tive o
prazer de trabalhar mais de um ano junto. Entre conversas, aflicoes e
inimeras discussdes de resultados foi uma 6tima parceria e que tornou o
nosso trabalho sempre agradavel.

A Rafaela, pela compreensdo, apoio e parceria em todos 0s
momentos.

A todos os meus amigos André, Carol, Bob, Mary, Barr, PV,
Mick, pela companhia, apoio e churrascos. Aos companheiros de



apartamento: Renan, Vivi e Rafa. Aos meus amigos de futebol e ao time
da LDU.

Aos meus professores amigos Paulo Hofmann e Jorge Nogared
como modelos de paixao a profissdo.

A CAPES pela concesséo da bolsa de estudos e ao CNPq pelo
financiamento do projeto.

Por fim, agradeco a oportunidade de realizar esse mestrado. Mais
do que conhecimento, aprendi muito profissionalmente e convivi com
pessoas incriveis. Obrigado a todos.



RESUMO

A depuracdo de moluscos bivalves € um processo utilizado que resulta na
expulsdo de patégenos humanos presentes em seus tecidos. Durante a
depuracdo, a etapa de desinfeccdo da agua do mar é de extrema importancia,
sendo a luz ultravioleta (UV) o principal desinfetante utilizado. Modelos
virais sdo geralmente empregados para substituir virus fastidiosos em
estudos de viabilidade. O adenovirus recombinante que expressa a proteina
verde fluorescente (rAdV-GFP) oferece uma potencial aplicacdo no campo
da virologia ambiental. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a
eficiéncia na desinfecc¢do viral de um tanque de depuracdo de moluscos com
sistema fechado acoplado a um tratamento de luz UV utilizando os modelos
rAdV-GFP e norovirus murino (MNV-1). Primeiramente, foi estabelecido o
tempo de pos-infeccdo em que era possivel detectar a fluorescéncia em
células infectadas com o adenovirus recombinante. Em seguida, foi avaliado
o limite de detec¢do das técnicas de citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia e comparados com o ensaio de placa de lise. Para avaliar a
eficiéncia da depuracdo na &gua do mar foram utilizados dois tanques,
sendo um com tratamento com luz UV (36W) e outro sem tratamento. Para
aferir a influéncia da agua do mar na estabilidade viral, a 4gua foi inoculada
com rAdV-GFP e MNV-1 e foram feitas amostragens de um litro no tempo
inicial (Oh) e apds 24h e analise por microscopia de fluorescéncia. Como
resultados, o tempo de pds-infeccdo estabelecido para deteccdo de células
fluorescentes infectadas por rAdV-GFP foi de 24h. A citometria de fluxo
mostrou baixa sensibilidade, ao contrario da microscopia de fluorescéncia,
gue foi semelhante ao ensaio de placa de lise. Em ambas as técnicas a agua
do mar ndo influenciou na detecgdo da fluorescéncia de células infectadas
por rAdV-GFP. No ensaio de desinfeccdo da 4gua do mar nos tanques de
depuracdo, 0 MNV-1 foi completamente inativado apds 24h em ambos os
tanques. A viabilidade do rAdV-GFP decaiu 99,99% apds 24h de depuracéo
com UV e 48h no tanque sem tratamento. Neste trabalho, concluiu-se que o
rAdV-GFP se mostrou um eficaz modelo viral para estudos de estabilidade
e desinfeccdo de adenovirus humanos, sendo de facil cultivo e replicagdo,
de baixo custo, fornecendo resultado rapidos e com alta sensibilidade,
principalmente pela técnica de microscopia de fluorescéncia. Além disso, o
processo de depuragdo foi eficiente para inativagdo dos virus estudados na
agua do mar, com maior eficiéncia quando aplicado o tratamento com luz
UVv.

Palavras-chave: adenovirus recombinante, GFP, norovirus, depuracéo,
agua do mar, luz UV






ABSTRACT

Shellfish depuration is a process that results in the elimination of pathogens
from their tissues. During purification, the disinfection of the seawater is of
utmost importance for the inactivation of human pathogens and ultraviolet
(UV) light is the main disinfectant used. Viral models are usually employed
as surrogate of fastidious viruses in viability studies. The recombinant
adenovirus expressing green fluorescent protein (GFP- rAdV) offers a
potential application in environmental virology. This study aimed to
evaluate the efficiency of viral disinfection on depuration that used closed
system coupled with UV light treatment using rAdV-GFP and murine
norovirus (MNV-1) as models. First, the time post infection at which it was
possible to detect fluorescence in cells infected with the recombinant
adenovirus cells was established. Next, we evaluated the detection limit of
flow cytometry and fluorescence microscopy techniques compared with the
plaque assay (PFU). To evaluate the efficiency of the seawater purification,
two tanks were used, one coupled with UV light (36W) and one without UV
light treatment. To assess the influence of seawater in the viral stability,
water was inoculated with rAdV-GFP and MNV-1 and one liter sample was
analyzed by fluorescence microscopy at the initial time (Oh) and after 24h
post seeding. The time post-infection established for the detection of
infected GFP- fluorescent cells rAdV was 24h. Flow cytometry showed low
sensitivity, when compared with fluorescence microscopy, which was
similar to plague assay. In both techniques the sea water matrix did not
shown influence on the detection of fluorescence of GFP-rAdV infected
cells. In the disinfection tests of sea water in the purification tanks, the
MNV-1 was completely inactivated after 24 h in both tanks. rAdV-GFP
declined 99.99% after 24 h in the tank coupled with UV and 48h in the tank
without UV treatment. We concluded that the rAdV-GFP showed to be a
effective viral model for stability studies and disinfection as surrogate for
human adenoviruses, being easy to replicate in vitro, at low cost, giving
quick results with high sensitivity, especially fluorescence microscopy
method. Moreover, depuration process was effective to inactivate viruses in
seawater with its efficiency improved when applying UV light for the water
treatment.

Keywords: recombinant adenovirus, GFP, norovirus, depuration,
seawater, UV light
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1. CONTEXTUALIZAGAO

1.1. CONTAMINACAO DE MOLUSCOS BIVALVES

Microrganismos de transmissdo fecal-oral, principalmente virus
entéricos, chegam ao ambiente marinho através de diversas rotas que
incluem descarga direta de efluentes de esgotos tratados ou ndo tratados,
rios contaminados pelo desague direto de esgoto e &gua de lastro de
navios (BOSCH, LE GUYADER, 2010). Em escala global, cerca de 90
% dos esgotos sdo despejados sem tratamento adequado nas aguas
costeiras. Além disso, as descargas de esgoto tratado carecem de uma
regulamentacdo referente aos patdgenos virais, sendo o monitoramento
baseado na deteccdo de indicadores bacterianos (GRIFFIN et al., 2003).
Mundialmente, diversos estudos mostram que 0s virus sdo
frequentemente detectados em esgotos, rios e aguas costeiras (BOFFIL-
MAS et al., 2013). Trabalhos realizados em Floriandpolis, SC,
detectaram a presenca de adenovirus, norovirus, rotavirus e virus da
hepatite A em amostras de esgoto e dgua do mar (MORESCO et al.,
2012; RIGOTTO et al., 2010). Assim, a manuten¢do e avaliagdo da
qualidade viroldgica dos ambientes marinhos utilizados para a recreacéo
e cultivo de moluscos é de extrema importancia na prevencdo de
doengas transmitidas pela via fecal-oral (BOSCH, ABAD, PINTO,
2005).

Entre os fatores que afetam a sobrevivéncia dos virus no
ambiente marinho estdo a temperatura, a associagdo dos virus a
particulas e a composigdo microbioldgica da dgua. Fatores ambientais e
a composicdo organica e inorganica da agua do mar podem ser
substancialmente diferentes de uma regido geogréfica para outra,
implicando na geragdo de diferentes dados de persisténcia viral
(BOSCH, ABAD, PINTO, 2005). Muitos virus entéricos sdo resistentes
as condicdes do ambiente marinho, podendo contaminar os seres
humanos diretamente pela atividade recreacional, mas também pelo
consumo de alimentos cultivados nessa agua.

Os moluscos bivalves, como ostras, mexilhdes e vieiras, vivem
em &reas estuarinas e se alimentam por meio da filtragdo da agua do
mar. Uma ampla variedade de microrganismos patogénicos para os seres
humanos podem se acumular no trato digestivo desses animais.
Moluscos cultivados em areas contaminadas se tornam reservatérios de
microrganismos, entre eles os virus entéricos. Sendo assim, esses
animais podem atuar como vetores de transmissao de doencas, uma vez
que durante o processo de filtracdo sdo capazes de concentrar patdgenos
humanos (FLEMING et al., 2006). A bioacumulagdo de virus no trato
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digestivo dos bivalves é um fendbmeno que ocorre rapidamente, sendo
gue a adsorcao nos tecidos dos moluscos pode ocorrer a partir de 1 h de
contato com a é&gua contaminada (BOSCH, ABAD, PINTO, 2005).
Tradicionalmente, os bivalves sdo consumidos crus ou ligeiramente
cozidos. Esse habito comum, juntamente com o fato de que todo o
organismo é ingerido, representa um importante problema para a salde
humana, uma vez que os moluscos agem como portadores passivos de
microrganismos patogénicos (WANG, DENG, 2012).

Evidéncias epidemioldgicas dos ultimos anos sugerem que 0S
virus entéricos humanos sdo os patégenos mais comuns transmitidos por
moluscos bivalves (POTASMAN, PAZ, ODEH, 2002). Os virus
entéricos causam uma grande variedade de doencas e sintomas, sendo
gastroenterites, otites e doencas do trato respiratorio as mais
frequentemente relatadas (GRIFFIN et al., 2003). Surtos de doengas
relacionados ao consumo de bivalves contaminados com virus foram
identificados em diversos paises nos Ultimos anos, sendo detectados
maltiplos virus entéricos em moluscos e fezes humanas, como aichi
virus, norovirus, astrovirus, enterovirus e rotavirus (WESTRELL et al.,
2010; LE GUYADER et al., 2008). Surtos de grandes proporcdes,
envolvendo mais de 800 pacientes foram relatados na Australia, nos
Estados Unidos, no Japdo e na China, sendo o maior ocorrido em 1988
na cidade de Shanghai, afetando 290 mil pessoas que foram infectadas
com o virus hepatite A e causando 47 6bitos (POTASMAN, PAZ,
ODEH, 2002).

Cerca de 80% dos surtos virais relacionados ao consumo de
bivalves sdo ocasionados por norovirus humanos, causando
gastroenterites agudas e diarreias. O virus da hepatite A é o segundo
mais frequentemente relacionado, representando 12 % dos surtos
relacionados a virus, causando doencas mais severas (BELLOU,
KOKKINOS, VANTARAKIS, 2013; LEES, YOUNGER, DORE 2010).
A causa mais comum dos surtos é o consumo dos bivalves cultivados
em &guas contaminadas que sdo ingeridos crus ou inadequadamente
preparados (FLEMING et al., 2006). Além disso, as ostras sdo 0s
principais moluscos que veiculam patdgenos humanos (BELLOU,
KOKKINOS, VANTARAKIS, 2013; BOSCH, LE GUYADER, 2010;
POTASMAN, PAZ, ODEH, 2002). Devido a subnotificacdo
generalizada de casos, é provavel que os surtos reportados representem
apenas uma pequena parte do total de casos (FLEMING et al., 2006).

O cultivo de ostras tem crescido mundialmente, sendo que a
producdo anual nos Gltimos 20 anos aumentou aproximadamente trés
vezes. Em 2011, 4,5 milhdes de toneladas de ostras foram cultivadas,
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movimentando cerca de 3 bilhSes de dolares, sendo o continente asiatico
responsavel por mais de 90 % da producdo (FAO, 2011). O cultivo de
ostras no Brasil iniciou na década de 90, com menos de 100 toneladas
anuais. Em pouco mais de 15 anos, a produgdo brasileira aumentou
aproximadamente 40 vezes, atingindo um cultivo anual superior a 2,3
mil toneladas. Esse aumento da producdo é de grande importancia
econdmica para o pais, pois pode movimentar mais de 6 milhGes de
ddlares por ano (FAQ, 2011). O Estado de Santa Catarina foi o principal
responsavel pela crescente producdo de ostras no Brasil, principalmente
a partir de 2001 (Figura 1). Em 2011, o cultivo de ostras no Estado
superou 2,2 mil toneladas, sendo a cidade de Floriandpolis responsavel
por 75 % da producdo (EPAGRI, 2012).
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Figura 1. Producdo de ostras (em toneladas) cultivadas em Santa

Catarina entre 1991 e 2011 (EPAGRI, 2012).

Devido a crescente producéo de moluscos, padrdes sanitarios para
0 cultivo e consumo foram estabelecidos por 6rgdos internacionais e
nacionais. O Codex Alimentarius é um férum internacional criado para a
normatizacdo do comércio de alimentos estabelecido pela Organizagéo
das Nagbes Unidas (ONU). De acordo com este 6rgdo, a
comercializagdo dos bivalves é autorizada quando um molusco a cada
cinco analisados apresenta nimero mais provavel (NMP) de Escherichia
coli entre 230 e 700 e se em nenhum dos cinco estiver acima de 700.
Além disso, nos moluscos ndo pode ser detectado Salmonella sp. (ONU,
2008). No Brasil, a Instru¢do Normativa Interministerial N°7, de 8 de
maio de 2012, libera o consumo de bivalves quando a cada 100 g de
parte comestivel contenha o0 NMP de E. coli inferior a 230. Quando o
NMP estiver entre 230 e 46.000, os moluscos estdo liberados sob a
condicdo de serem depurados. Se estiver acima de 46.000 a
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comercializacdo € proibida (MINISTERIO DA PESCA E
AQUICULTURA, 2012). No entanto, os padrdes microbiol6gicos sdo
baseados apenas em bactérias fecais, ndo havendo nenhuma
recomendacdo para a pesquisa de virus entéricos, sendo estes 0s
principais responsaveis por surtos pela ingestdo de moluscos bivalves
contaminados (POTASMAN, PAZ, ODEH, 2002).

1.2. PROCESSO DE DEPURACAO

Moluscos cultivados em areas contaminadas necessitam de uma
etapa de purificacdo prévia ao consumo. Um dos métodos utilizados é a
alocagdo desses bivalves em aguas ndo contaminadas, permitindo a
liberacdo natural dos microrganismos pelo processo de filtragdo. Esse
método também pode ser realizado em condicdes controladas pela
imersdo dos moluscos em tanques com agua do mar, denominado
depuragdo. A depuracdo é um processo pelo qual os bivalves séo
alocados em tanques de agua do mar limpa, em condigdes que
maximizem a atividade de filtragem natural, resultando na expulsdo de
patdgenos humanos presentes em seus tecidos e impedindo a
recontaminacdo (FAO, 2008). Os periodos de depuracdo podem variar
de 1 a 7 dias, pois 0 tempo minimo ndo esta previsto na legislacéo,
sendo 2 dias o periodo mais utilizado (BOSCH, ABAD, PINTO, 2005).
Esse processo foi criado originalmente para diminuicdo de surtos de
febre tifoide, causada pela bactéria S. typhi, e hoje é comumente
utilizado em paises da Europa e Estados Unidos (LEES, YOUNGER,
DORE, 2010).

A depuracdo em bivalves tem se mostrado eficaz e rapida para a
reducdo dos niveis de bactérias (LEES, YOUNGER, DORE 2010).
Love, Lovelace e Sobsey (2010) relataram que E. coli e Enterococcus
fecalis podem ser removidas de ostras e mexilhdes em 44 h de
depuracdo. Phuvasate, Chen e Su (2012) observaram 99 % de
decaimento de Vibrio parahaemolyticus em ostras depuradas em
diferentes temperaturas ap6s um dia. De acordo com Kingsley e
Richards (2003), sistemas de depuracdo comercial, com 4&gua
esterilizada com luz ultravioleta (UV) diminuem significativamente os
niveis de E. coli em moluscos contaminados. O estudo de Corréa et al.
(2007) demonstrou uma inativacdo total de S. enterica em ostras
alocadas em tanques de depuracdo com tratamento de UV e cloro apos
12 h.

Apesar da eficiéncia do processo para bactérias, ainda existe um
risco de contaminagdo viral ap6s o consumo do molusco depurado.
Mesmo com o cumprimento das normas bacterianas, ndo ha uma
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garantia da auséncia de virus (BOSCH, ABAD, PINTO, 2005). De
acordo com Richards, McLeod e Le Guyader (2010), as bactérias sdo
removidas dos moluscos mais rapidamente do que os virus entéricos.
Assim, a taxa de depuracdo de bactérias ndo pode prever com precisao
as taxa de remogao de virus. Além disso, casos de doengas virais foram
registrados apds o consumo de bivalves depurados que cumpriam 0s
padrdes bacterianos (BOSCH, ABAD, PINTO, 2005). Devido & baixa
dose infecciosa, possivelmente entre 5 a 10 particulas virais, existe a
necessidade de reduzir a quantidade de virus para niveis proximos a
negligenciaveis para melhorar a seguranga do consumo de moluscos.
Diversos estudos relataram que sdo necessarios trés dias para a
inativacdo de 99 % de virus entéricos como poliovirus, adenovirus,
HAV e rotavirus em diferentes espécies de moluscos (CORREA et al.,
2012a; RICHARDS, MCLEOD, LE GUYADER, 2010, ABAD et al.,
1997).

Para evitar a recontaminag¢do dos moluscos durante a depuracao,
a agua do mar do tanque precisa ser substituida ou reciclada durante o
processo. Assim, existem dois sistemas principais de depuragdo: de
fluxo continuo ou aberto e de circulacdo ou fechado. No sistema de
fluxo continuo (Figura 2A) a agua do mar é captada, filtrada,
desinfectada e em seguida passa pelo tanque onde os bivalves estao
alocados. Apo0s a passagem no tanque, a agua é descartada no mar, em
um ponto distante da captacdo. No sistema fechado (Figura 2B) a agua
gue chega ao tanque de depuragdo é recirculada, passando por um
processo de desinfeccado e retornando ao tanque (FAO, 2008).

Sistema de fluxo continuo ou aberto Aewnss duis Sistema de recirculagao ou fechado

Porto de
Filragdo Desinfeccio captagio

82
38
58

Separadas no
espago para ewtar
contaminacao

Porto de Ponto de
descarte L

Mar A ) Mar B
Figura 2. Esquema dos sistemas de depuracdo de moluscos: (A) sistema

de fluxo continuo ou aberto e (B) sistema de recirculagdo ou fechado (Adaptado
de FAOQ, 2008).

A Franga é 0 pais europeu com mais depuradoras em uso,
utilizando tratamento com oz6nio, cloro e UV, dependendo do tipo e
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tamanho dos sistemas de depuracdo. Na Italia e na Espanha, o sistema
continuo é o mais empregado, aplicando tratamento com cloro e o0zbnio.
Na Inglaterra existe cerca de 50 centros de purificagdo, sendo 0 processo
de recirculacdo da &gua, juntamente ao tratamento com luz UV, o mais
aplicado na depuracdo de moluscos. Nos Estados Unidos, ha menos
plantas de depuracdo operacionais hoje do que anteriormente, pois a
maior parte do cultivo de moluscos estd alocada em areas mais limpas,
evitando assim a necessidade de depuracio (LEES, YOUNGER, DORE
2010; RODRICK, SCHNEIDER, 2003). No Brasil, ainda ndo existem
centros de purificacdo de moluscos, apesar de o cultivo ser realizado em
aguas sabidamente contaminadas (MORESCO et al., 2012).

O processo de depuragdo é geralmente realizado em grande
escala, com tanques que suportam entre 550 até 10.000 L de agua do
mar e 90 até 1.500 kg de moluscos, respectivamente (FAO, 2008). Para
viabilizar a depuragdo no mercado brasileiro, a empresa Blue Water
Aquaculture de Floriandpolis propds a construgdo de depuradoras mais
compactas, de sistema fechado, com capacidade para 300 L de agua e 50
duzias de ostras (Figura 3), para serem alocadas em restaurantes tanto
localizados na orla maritima quanto fora dela, com utilizacdo de agua do
mar artificial (SOUZA et al., 2013).

—

Figura 3. Desenho esquematico de um tanque de depuragcdo compacto,
desenhado pela empresa Blue Water Aquaculture.

A etapa de desinfeccdo da dgua do mar é de fundamental
importdncia para evitar a recontaminacdo dos moluscos por
microrganismos, principalmente na depuracdo de sistema fechado, no
qual a descontaminagdo dos bivalves é dependente desse processo.
Dessa forma, métodos eficientes de descontaminacdo de patdgenos
humanos na 4gua do mar precisam ser aplicados (FAO, 2008). O cloro,
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a luz ultravioleta (UV) e 0 ozbnio séo os desinfetantes mais utilizados
nos processos de depuracdo. A Tabela 1 apresenta uma comparacdo
entre os trés modos de desinfeccdo. O cloro é eficiente para inativacéo
de diversos patégenos, porém pode deixar gosto e odor na carne dos
moluscos, comprometendo seu consumo. Além disso, o contato desse
agente desinfetante com compostos organicos pode levar a formagédo de
subprodutos téxicos, como os trihalometanos. O 0zénio é extremamente
eficiente para remocao de patdgenos, porém seu alto custo de operagédo e
manutencdo o torna economicamente inviavel. O tratamento com luz
UV ¢ eficiente, de baixo custo, facil manutencéo e ndo altera a qualidade
da agua e dos moluscos, sendo 0 método mais utilizado nos processos de
depuracédo (FAO, 2008).

Tabela 1. Comparagdo da eficiéncia da luz ultravioleta, cloro e ozonio
como agentes desinfetantes nos processos de depuragdo de moluscos (Adaptado
de FAQ, 2008).

Operagdo/condigdo Luz ultravioleta Cloro Ozbnio
Capital inicial Baixo Médio Alto
Instalagdo Simples Complexo Complexo
Manutengdo Facil Médio Dificil
Custo de manutengdo Baixo Médio Alto
Efeito virucida Bom Médio Bom
Perigo ao homem Médio (olhos e pele) Alto Médio (Oxidante)
Acdo residual Ndo Sim Alguma
Subprodutos na dgua Nao Trihalometanos Subprodutos toxicos
Problemas de operagdo Pouco Médio Muito
Efeitos no molusco Nada Irritante Oxidante

A acdo microbicida da luz UV tem maior eficiéncia a um
comprimento de onda préximo de 265 nm, pico maximo de absorcédo
pelos &cidos nucleicos. A luz UV atua no genoma dos microrganismos
formando dimeros de timina, inibindo a transcricdo e replicacdo dos
acidos nucleicos, interferindo na replicacdo dos microrganismos
(LECHEVALLIER, AU, 2004). Além disso, a fotocatalise por UV pode
causar rompimento de membranas celulares em bactérias e danos em
proteinas estruturais dos capsideos virais (WIGGINTON et al., 2012;
PIGEOT-REMY et al., 2012). No entanto, os danos no material genético
podem ser reparados pelos microrganismos, principalmente aqueles que
possuem genoma de DNA dupla fita, utilizando enzimas de reparo das
células hospedeiras. Assim, a desinfeccdo por luz UV deve ser feita co