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RESUMO

Com o grande crescimento da maricultura em Santa Catarina, tornou-se
necessario verificar mais profundamente a qualidade sanitaria destes animais como
também da &gua onde os mesmos sdo cultivados. Segundo a nova legislacédo
(CONAMA - 20), a qualidade sanitaria dos alimentos de origem marinha deve ser
atestada através da auséncia de Salmonella sp e de niveis aceitaveis de estafilococus
coagulase positiva. Porém, hoje em dia sabe-se que moluscos cultivados em area com
niveis aceitaveis de bactérias podem estar contaminados por virus, ja& que métodos
para remocéao de bactérias por depuracdo, nem sempre removem os demais patégenos
contaminantes. Os virus Norwalk-like (NLV), sdo mundialmente reconhecidos como a
principal causa de surtos de gastroenterites ndo bacteriana em adultos. Estes virus tém
sido também associados a surtos de gastroenterites associadas ao consumo de
moluscos bivalves, ja que eles se alimentam através de filtracdo, podendo bioacumular
diversos patégenos em seus tecidos. Os adenovirus (AdVs) humanos sdo agentes que
podem causar infeccbes oculares, respiratdrias e gastrointestinais e sao,
freqientemente, detectados em aguas de esgoto e do mar, uma vez que todos 0s
sorotipos séo liberados através das fezes no meio ambiente. O presente trabalho teve
como objetivo padronizar a técnica de RT-PCR para a deteccdo dos virus NLV, e as
técnicas de PCR, nested-PCR e PCR associado a cultura celular (CC-PCR) para a
detecgao dos AdVs em experimentalmente infectadas visando a utilizagdo destes como
indicadores de contaminagao viral humana no meio ambiente. Também foram coletadas
ostras da espécie Crassostrea gigas em trés pontos de cultivo de Floriandpolis, SC,
durante os meses de abril a outubro de 2002 a fim de monitorar a presenca natural de
adenovirus através dos ensaios de PCR, e nested-PCR. Os resultados obtidos
mostraram que a técnica de nested-PCR para deteccdo de adenovirus em ostras foi
mais sensivel que a de PCR, sendo que os limites minimos de virus detectados foram
de 1,2 PFU/g de tecido e 1,2x10% PFU/g de tecido, respectivamente. Este resultado
também se repetiu quando as amostras ambientais foram analisadas, onde 90% das
amostras foram positivas para adenovirus através da técnica de nested-PCR e
nenhuma foi positiva utilizando somente uma reacao de amplificacdo. O ensaio de ICC-
PCR demonstrou a mesma sensibilidade que o de PCR para detec¢do de adenovirus
experimentalmente inoculados em ostras. Finalmente, constatou-se que estudos mais
aprofundados sé@o necessarios para a deteccdo de NLVs em ostras, uma vez que nao
foi possivel detectd-los em extratos de ostras experimentalmente inoculadas, pelos
métodos empregados neste trabalho. O presente trabalho permitiu padronizar as
metodologias de PCR e nested-PCR para a utilizagdo de adenovirus como um
indicador biolégico de contaminagdo biolégica no meio ambiente, visando o
monitoramento da sanidade dos moluscos de cultivo.



ABSTRACT

In recent years “Norwalk-like viruses” (NLVs) have emerged as the single most
common cause of outbreaks of acute nonbacterial gastroenteritis in people of all age
groups and they have frequently been associated with gastroenteritis following
consumption of sewage-contaminated shellfish. Adenoviruses (AdVs) are common
pathogens often associated with respiratory and gastrointestinal illnes and/or
conjuntivitis in young peolpe. Both enteric and non-enteric adenoviruses, cause
diarrhoea, and may be shed into the gut and be isolated from faeces. The main goal of
the present work was to standardize an integrated-cell culture-PCR methodology (ICC-
PCR) and also molecular methods as RT-PCR, PCR and nested-PCR for the detection
of AdVs and NLVs in artificially seeded oysters, to use them as biological indicators of
human viral contamination in the environment. Oysters were colected from three
marinefarms in Florianopolis, SC, during april to october of 2002 with the goal to detect
natural adenovirus contamination. The maximum sensitivity of these methods were
assayed for AdVs detection. The results showed that the nested-PCR was more
sensitive (1.2 PFU/g of tissue) than PCR and ICC-PCR (both 1,2x10? PFU/g of tissue) to
detect AdVs from oysters extracts. The nested-PCR method were able to detect 90% of
natural contamination with AdVs in the harvested oysters samples and none sample
were positive to AdVs using only one single round PCR. Further tests will be required to
detect NLVs from oyster extracts, because the techniques employed in the presente
work did not succeed in NLV detection in oyster extracts. The present work indicated the
use of human adenoviruses as a molecular index for the presence of human viruses in

general environment and shellfish, using a two-step amplification procedure.
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1- QUADRO GERAL DA MARICULTURA NO ESTADO DE SANTA CATARINA

A maricultura, como é chamado o cultivo de ostras e mexilhbes, € uma
atividade recente no Estado de Santa Catarina. Ela surgiu em 1988, gragas a um
convénio entre a Universidade Federal de Santa Catarina e a Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural do Estado (Epagri), que levaram a tecnologia do cultivo
de moluscos bivalves para as comunidades pesqueiras. Os resultados desses
experimentos foram altamente positivos fazendo com que muitas pessoas adotassem a
atividade como uma importante fonte de renda (EPAGRI, 2000).

O litoral catarinense caracteriza-se por apresentar condi¢cdes favoraveis ao
cultivo de moluscos marinhos (WINKLER et al., 1998). Atualmente, a espécie de ostra
Crassostrea gigas ou ostra do Pacifico é cultivada no Estado de Santa Catarina, onde
se desenvolve perfeitamente devido as caracteristicas climaticas da regido, como a
baixa temperatura da 4gua e grande quantidade de baias (NASCIMENTO, 1983).

A expansao da maricultura no Brasil foi impulsionada pelo governo canadense,
através da CIDA (Canadian International Cooperation Agency), que criou o Programa
Brasileiro Ligado a Maricultura (em inglés, Brazilian Mariculture Linkage Program —
BMLP). De forma geral, o BMLP objetiva apoiar a maricultura tropical visando respeitar
0 meio ambiente e preservando a saude publica com a producdo de alimentos de boa
gualidade, que possam ser absorvidos pelos mercados locais e internacionais. Ainda,
como objetivos do BMLP, constam o desenvolvimento de facilidades e transferéncia de
tecnologias em maricultura, bem como aplicacdes de metodologias desenvolvidas nos

laboratodrios de pesquisa diretamente nas comunidades de maricultores.



Os principais municipios produtores de ostras em Santa Catarina sao:
Floriandpolis, Penha, Governador Celso Ramos, Bombinhas, Palhoca e Porto Belo,
sendo que a maioria dos produtores localiza-se em Florianopolis (LCMM, 2000).

Num periodo de sete anos (1991-1998), a produgdo de ostras no Estado
aumentou gradativamente. De 1998 para 1999, a producdo aumentou de 219 mil dazias
para 605 mil, evidenciando um crescimento de 200%. No ano de 2002, a producéo
chegou a 1 milhdo e 283 mil duzias de ostras. Florianopolis € hoje o maior produtor de
ostras do Brasil, (dados obtidos da EPAGRI, SC; BARARDI et al., 2001).

Tendo em vista os aspectos de contaminacado viral e bacteriana das aguas e
por ser a maricultura uma atividade em crescimento e de importancia econémica e
social, o controle da qualidade sanitaria dos produtos da maricultura se faz necessario e
urgente, ja que a agua € reconhecida como um veiculo potencial para a transmissao de
inimeras doencas e, ainda hoje, a etiologia de muitas epidemias provocadas por
patégenos transmitidos pela dgua permanece desconhecida (CRAUN, 1986; KOPECKA

etal.,, 1993; PINA et al., 1998; SCHWAB et al., 2001).

2- OS VIRUS ENTERICOS

Os virus entéricos se encontram distribuidos por todas as partes do mundo e
sdo responséaveis por diversas doencas que afetam o ser humano, tais como
gastroenterites, meningites, miocardites e hepatites infecciosas.

A gastroenterite € um problema de ambito mundial, sendo responsavel pela
morte de aproximadamente 5 a 10 milh6es de pessoas ao ano (TORTORA et al., 2000;

WHITE & FENNER, 1994). Tal patologia caracterizada por diarréia associada ou ndo a



febre e vOmitos podem levar a morte por intensa desidratacdo e assume importante
papel na mortalidade infantil (MEDEIROS et al., 2001; QIAO et al., 1999).

A gastroenterite pode ser provocada por diversos patégenos, como as bactérias
Escherichia coli enterotoxigénica, Shigella sp., Salmonella sp., o protozoario
Criptosporidium e os virus entéricos como rotavirus, adenovirus, astrovirus e calicivirus
(MEDEIROS et al., 2001).

Os agentes etiologicos da gastroenterite, por habitarem o trato intestinal
humano, sdo encontrados em grandes concentracdes nas fezes dos individuos
infectados. Desta forma, a principal via de transmissao destes patdgenos € a fecal-oral,
mas atualmente vem sendo também relacionada a esses patdégenos, uma via de
transmissdo ambiental, diretamente, através das aguas (potavel, de piscinas, aerossois)
ou indiretamente, através da ingestao de alimentos contaminados (moluscos bivalves,
vegetais, gelo, ou alimentos inadequadamente cozidos) (JAIKUS et al., 1994; LEES,
2000; CHEESBROUGH, 2000).

A presenca de virus entéricos nas aguas de esgoto representa um grande risco
a populacao, pois estas aguas séo lancadas em rios, cOrregos e até mesmo no mar,
contaminando as aguas de recreacdo, consumo humano e de cultivo de moluscos
(PINA et al., 1998). A quantidade de enterovirus presentes na agua € altamente
variavel dependendo de fatores, tais como nivel de higiene, densidade populacional,
prevaléncia de infeccbes na comunidade local e estacdo do ano (KOPECKA et al.,
1993). Em todo o mundo, freqiientemente tem sido relatados surtos de gastroenterites
de etiologia viral entre consumidores de ostras cruas ou mal cozidas, provenientes de
areas poluidas (CROMEANS, NAINAN, MARGOLIS, 1997; LE GUYADER et al., 2000;

LEES, 2000; LEGEAY et al., 2000).



Posteriormente a ingestao pelo homem, os virus entéricos humanos se replicam
no trato gastrointestinal e sdo eliminados em grandes quantidades juntamente com as
fezes (10% a 10! particulas virais/g de fezes) para as aguas de esgoto, sobrevivendo no
ambiente com relativa estabilidade se as fezes nédo forem adequadamente tratadas
(KOPECKA et al., 1993). No meio ambiente, estes virus sdo capazes de se agregar
rapidamente as particulas sélidas, protegendo-se desta forma dos fatores inativantes do
ambiente, o que favorece sua sobrevivéncia. Estes virus possuem uma certa resisténcia
aos agentes fisico-quimicos de inativacao podendo sobreviver de 2 a 130 dias na agua
do mar (TRABELSI et al., 1995; NICAND, TEYSSOU, BUISSON, 1998).

Mesmo em pequenas concentracdes, 0s virus presentes em meio hidrico
podem causar doencas quando ingeridos, uma vez que uma unidade infecciosa é
suficiente para desencadear o processo de infeccdo (PUIG et al., 1994; CRABTREE et
al., 1997).

Entre os virus entéricos mais importantes, transmitidos pelos moluscos e outros
alimentos ao homem, estéo os calicivirus, astrovirus, rotavirus, adenovirus, enterovirus
e o0s virus das hepatites A e E (LEES, 2000).

A Agéncia Norte-Americana de Protecdo Ambiental descreve o grupo dos virus
entéricos como sendo o mais significativo, confidvel e eficiente modelo a ser usado para

0 monitoramento ambiental (PUIG et al., 1994; BOSCH et al., 1996).



3- 0S VIRUS NORWALK-LIKE (NLVS)

Os NLVs sdo virus entéricos, previamente conhecidos como “small round-
structured viruses” (SRSVs), pertencentes a familia Caliciviridae (FLINT et al., 2000).

Os calicivirus humanos sao um grupo de virus que possuem o genoma de RNA
simples fita ndo segmentada e morfologia arredondada e pequena onde, na superficie,
encontram-se pequenos calices ou uma estrutura amorfa, ndo caracterizada (SRSVSs); o
didmetro dos calicivirus € de aproximadamente 35nm (LEES, 2000; CDC, 2001) (Figura

1),

FIGURA 1- Representagdo esquemética da morfologia dos NLVs
Fonte: www.virology.net
A taxonomia recente propfe a classificacdo dos calicivirus humanos em dois
géneros: os Norwalk-like contendo a morfologia de superficie SRSV e os Sapporo-like,
com morfologia classica (LEES, 2000).
O género dos NLVs representa um grupo de linhagens geneticamente diversas
separadas em 3 genogrupos (LEES, 2000; CDC, 2001):

o genogrupo 1 (G1): abrange os virus Norwalk e mais 4 linhagens;



o genogrupo 2 (G2): abrange os virus Snow Mountain, Hawaii e mais 8

linhagens;

o genogrupo 3 (G3): abrange linhagens que infectam suinos e bovinos.

Dados recentes indicam que o genogrupo 2 (NLVs) € o de maior prevaléncia no
mundo, sendo reconhecidos como a principal causa de surtos epidémicos de
gastroenterites, ocorrendo em todas as idades, incluindo criancas e adultos. Esta
evidéncia sugere que os NLVs sdo a principal causa de gastroenterites néao
bacterianas, em adultos (SCHWAB et al., 2000; SCHWAB et al., 2001; LEES, 2000;
BEURET et al., 2003).

Anualmente, aproximadamente 267.000.000 casos de diarréia com 612.000
hospitalizacdes e 3.000 mortes ocorreram em adultos nos Estados Unidos (CDC, 2001).
Recentemente, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), publicou que
96% dos casos de gastroenterites ndo bacterianas nos EUA s&o causados por NLVs
(SCHWAB, 2001; BEURET, 2003). Em outros paises como a Inglaterra e Noruega, 0s
NLVs tém sido a causa de infec¢des intestinais causando 43% dos surtos durante 1995
e 1996, comparado com 15% das contaminac¢fes por salmonelas (LEES, 2000). No
Brasil, ndo ha estudos epidemioldgicos disponiveis.

Os sintomas clinicos incluem néauseas, vomitos, diarréia, febre e dores
abdominais, com periodo de incubacdo de 1-4 dias (LEES, 2000). A desidratacao
severa, causada pelos NLVs, pode ser fatal, especialmente, em pessoas idosas com
condicbes de saude debilitada ou imunodeprimidos. Em pessoas saudaveis,
geralmente, ocorre uma completa recuperacdo sem maiores complicacbes (LEES,

2000).



A via fecal-oral €, provavelmente, o modo de transmissdo mais comum, porém
o transporte pelo ar pode facilitar a transmissdo durante os surtos de gastroenterites
(CHEESBROUGH, 2000). Dos 348 surtos de gastroenterites causados por NLVSs,
relatados pelo CDC, durante janeiro de 1996 a novembro de 2000, a contaminagéo por
alimentos ocorreu em 39% dos casos, 12% através do contato pessoa-pessoa, 3% pela
agua e 18% nao pode ser relacionado com um tipo especifico de transmisséao (Figura 2)
(CDC, 2001).

As caracteristicas dos NLVs facilitam sua transmissdo durante as epidemias,
como por exemplo, a baixa taxa de particulas virais necessaria para a infeccéo (<10%), o
periodo assintoméatico de até 2 semanas, existéncia de muitas linhagens antigénicas,
baixa imunogenicidade (infeccdes na infancia ndo geram resposta imunologica nos
adultos) (CDC, 2001). Estes virus tém a habilidade de resistir a altos niveis de cloracao
da agua e variacdes de temperaturas, facilitando sua transmissao através de agua para
0 consumo e de recreacédo, gelo comercial e alguns alimentos como ostras cozidas e
cruas (CANNON et al., 1991; KIRKLAND et al., 1996; CDC, 2001). Devido a diversidade
das linhagens dos NLVSs, as reinfec¢bes acabam ocorrendo ao longo da vida (CDC,

2001).
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(Dados CDC, 2001)

FIGURA 2- fonte de transmissédo dos 348 casos de gastroenterites por NLV reportados

pelo CDC no periodo de janeiro 1996 a novembro 2000. Fonte: CDC (2002)

Em relacdo a transmissdo dos NLVs por alimentos, os moluscos bivalves,
como as ostras, sao uma importante fonte de contaminacao, visto que estas podem
concentrar em seus tecidos os contaminantes da agua. Como estes virus podem estar
presentes mesmo nas aguas com padrdes bacteriolégicos e de higiene adequados e
podem ndo ser inativados pelo cozimento ou fervura, esta possibilidade torna-se

bastante provavel (LEES, 2000; LE GUYADER, 2000; LEGEAY, 2000; CDC, 2001).
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4- OS ADENOVIRUS (AdVs)

Os adenovirus pertencem a familia Adenoviridae e sdo subdivididos em 2
géneros: Mastadenovirus e Aviadenovirus. No primeiro sdo encontrados os agentes que
acometem mamiferos e marsupiais e, no segundo, 0s responsaveis por algumas
doencas de aves (FLINT et al., 2000).

A particula viral apresenta um tamanho médio de 70 - 90nm com capsideo de
morfologia icosaédrica, constituido por 252 capsdmeros. Destes, 240 sdo hexons e 12
sdo pentons. Cada penton possui uma base circundada por 5 hexons e a partir desta
base, projeta-se a fibra (Figura 3). O material genético viral € composto por DNA de
filamento duplo associado a proteinas (FLINT et al., 2000).

Estes virus apresentam uma grande variabilidade genética, o que possibilitou a
sua classificagcdo em espécies e sorotipos (LEES, 2000). Os determinantes antigénicos,
importantes para a caracterizacdo sorolégica, estdo localizados no hexon e na fibra. Na
superficie interna do hexon situa-se o determinante alfa, que € o antigeno género-
especifico comum, a todos os membros do mesmo género. O determinante epsilon do

hexon e o gama da fibra caracterizam os sorotipos (FLINT et al., 2000).
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FIGURA 3- Representacdo esquematica da morfologia e estrutura do adenovirus.

Fonte: www.nobel.se/medicine/education/poster/1993/genes-in-pieces.html.
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Em 1953, Rowe et al., caracterizaram 0s adenovirus como agentes capazes de
ocasionar degeneracdo de células epiteliais. Atualmente, os adenovirus humanos séo
reconhecidos como agentes etiolégicos causadores de diversas doencas, como
infecgbes gastrointestinais, urinarias, do trato respiratério e do globo ocular. Os
principais modos de infeccao se dao pela via respiratdria (pessoa-pessoa e ar através
da inalacdo de aerossois) e pela via fecal-oral (pessoa-pessoa, ingestdo de agua e
alimentos contaminados ) (FIELDS et al., 1996; KIDD et al., 1996; ALLARD et al., 2001;
AVELLON et al., 2001). As infecgdes por adenovirus ocorrem durante o ano com
pequena ou nenhuma variacdo sazonal de liberacdo destes virus para o meio ambiente
(CHAPRON et al., 2000).

Atualmente, existem 51 sorotipos distintos descritos, 0s quais encontram-se
agrupados em seis subgéneros (A - F) (LEES, 2000; ALLARD et al., 2001; AVELLON et
al., 2001).

Os membros do subgénero A, sorotipos 12, 18 e 31, causam infeccdes
respiratérias e gastroenterites em criancas menores de um ano de idade. O subgénero
B esta dividido em dois grupos pela analise de restricdo do DNA: na classe B:1
encontram-se os sorotipos 3, 7, 14, 16 e 21, que sdo associados predominantemente
as infec¢bes respiratorias; na classe B:2, encontram-se 0s sorotipos 11, 34 e 35, sendo
bastante proximos geneticamente e causam infeccfes renais e do trato urinério
(WADEL, 1984).

Os sorotipos 1, 2, 5 e 6 pertencem ao subgénero C, sdo considerados
endémicos, infectam as adendides e tonsilas, podendo ser isolados de fezes de
individuos assintomaticos por longos periodos. Os adenovirus pertencentes aos

subgéneros B e C tém mostrado uma grande variabilidade genética pela analise de
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restricio do DNA (ALLARD et al., 1990; ELNIFRO et al.,, 2000). O subgénero D
apresenta a maior variabilidade genética entre os adenovirus humanos, sendo a
maioria dos sorotipos isolados de individuos com infec¢cdes assintomaticas. Alguns
sorotipos do subgénero D, como 8, 10 e 19 estdo associados a ceratoconjuntivite
epidémica. O subgénero E possui um Unico membro, o Ad4, que é responsavel por
surtos epidémicos de infecgBes respiratérias em recrutas militares e predomina na
populacdo adulta. Os membros do subgénero F (Ad40 e Ad41) (adenovirus entéricos)
sdo descritos como sendo responsaveis por 10% das gastroenterites infantis agudas e
o segundo virus em importancia na etiologia desta doenca, depois dos rotavirus. Estes
diferem dos outros sorotipos por apresentarem duas fibras distintas e por serem de
cultivo fastidioso (PINTO et al., 1995; MEDEIROS et al., 2001; SOARES, 2002).

Os sintomas clinicos em criancas incluem diarréia, vomito e febre. Em
comparagdo com as infec¢cbes causadas por rotavirus, os adenovirus entéricos
geralmente causam diarréia menos severa, porém por um periodo mais prolongado,
podendo persistir por semanas. Estudos sorolégicos indicam que 50% das criancas
mais velhas e adultos jovens apresentam imunidade a doenca (LEES, 2000).

Os adenovirus entéricos e 0s nao entéricos, responsaveis por infeccdes
respiratorias e do globo ocula,r podem ser isolados nas fezes, sendo assim detectados
em esgotos, rios, mares e moluscos (GIRONES et al., 1995; PINA et al., 1998; LEES,
2000).

Os adenovirus entéricos foram primeiramente reconhecidos, em 1975, através
da técnica de microscopia eletrénica. Seu carater fastidioso foi prontamente
reconhecido quando mostraram dificuldades em propagar-se em linhagens

estabelecidas de células humanas (UHNOO et al., 1984).
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Assim como os demais virus entéricos, os AdVs entéricos apresentam
estabilidade a acdo de agentes quimicos, como o cloro e fisicos como a radiacdo UV;
bem como condicbes diversas de pH. Essas caracteristicas possibilitam sua
permanéncia no meio ambiente por longos periodos (PUIG et al., 1994; PINA et al.,
1998; JIANG et al., 2001). Os Ad40 e Ad41, também apresentam certa resisténcia aos
estagios primario e secundario de tratamento de aguas de esgoto, 0 que aumenta ainda
mais o risco da populacdo ser contaminada por estes virus (ENRIQUEZ et al., 1995;
REYNOLDS et al., 1998).

A escolha deste agente viral para o estudo no presente trabalho de dissertagao
foi baseada no risco que ele apresenta a saude publica, quando presente no meio
ambiente, e a sua grande estabilidade e resisténcia a condi¢bes adversas (GERBA et
al., 1990; PUIG et al., 1994; PINA et al., 1998). Além disso, muitos pesquisadores tém
sugerido a utilizacdo dos adenovirus como um indicador de contaminacéo viral humana
no meio ambiente, visto que esses virus sao detectados, também, quando ha a
presenca de enterovirus e/ou o virus da hepatite A (HAV) (PUIG et al., 1994; PINA et
al., 1998; CHO et al., 2000; MUNIAIN-MUJIKA et al., 2000; 2002; HERNROTH et al.,
2002; GIRONES, 2002).

O Ad5 foi selecionado como virus padrdo neste trabalho, com base na sua
facilidade de multiplicar-se numa linhagem celular estabelecida, células HEp-2, o que

facilitou sua multiplicacdo nas condi¢des do laboratério.
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5- HABITO ALIMENTAR E CAPACIDADE DE BIOACUMULACAO DOS MOLUSCOS

As ostras sdo organismos bivalves que se alimentam de particulas em
suspensao na agua. O alimento provém de um fluxo de dgua, que passa através da
cavidade do manto, pelas branquias ciliadas. Estas sdo alargadas e pregueadas e
funcionam como um filtro, concentrando particulas organicas, algas microscépicas e
organismos plancténicos que servem como alimento para o animal PEARSE et al,
1987; WARD, 1996).

Devido ao seu habito alimentar filtrante, os moluscos bivalves podem adsorver
e bioacumular em seus tecidos, diversos patdgenos humanos eventualmente presentes
nas aguas de cultivo, tais como virus entéricos, bactérias, protozoarios e helmintos
(AHMED, 1992; NATIONAL ADVISORY COMMITEE, 1992; JAYKUS et al., 1996) e
também contaminantes quimicos tais como: mercurio, ferro, chumbo, cobre, cadmio,
cromo, manganés, organoclorados e hidrocarbonetos de petréleo, dependendo da
qualidade da agua onde os mesmos se encontram (EE, KRUSE, WASSERMANN,
1994 ; SHIM et al., 1998; ST-JEAN et al., 1999).

Devido a esta caracteristica de bioacumulacédo, os moluscos bivalves recebem
0 nome de “indicadores” ou “monitores” de contaminagcdo ambiental, utilizados como
importante ferramenta na identificagdo de diversos sintomas um ambiente costeiro ou
estuarino em estresse (SMAAL & WIDDOWS, 1994).

O consumo de moluscos contaminados com patdgenos provenientes de fezes
humanas representa um risco a saude publica (SCHWAB et al., 1995).

Estudos sobre bioacumulacdo de particulas virais em bivalves demonstrou que,

ap6s 6 horas de imersdo em &agua contendo 8 x 10° a 2,5 x 10’ particulas de
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adenovirus entérico e rotavirus humano por litro, respectivamente, entre 25 e 35% dos
virus eram adsorvidos pelos tecidos destes bivalves BOSCH, PINTO, ABAD, 1995;
MUNIAIN-MUJIKA et al., 2002). A maioria dos moluscos bivalves é capaz de
bioacumular de 3 a 100 vezes mais particulas virais em relacdo a concentragdo destas
particulas nas aguas circundantes JAYKUS, DE LEON, SOBSEY, 1993; MUNIAIN-

MUJIKA et al., 2002).

6- LEGISLACAO VIGENTE EM RELACAO AOS SISTEMAS DE CULTIVO DE

MOLUSCOS

As normas para a avaliacdo da qualidade sanitaria dos frutos do mar cultivados
para 0 consumo sdo asseguradas por meétodos baseados principalmente no
monitoramento dos niveis de coliformes fecais que estdo presentes nas aguas de
cultivo e/ou dos proprios animais (GAMA et al., 1989; REGAN, MARGOLIN, WATKINS,
1993). Dados da nova legislacdo (CONAMA-20, 20/12/2000), dispensam a avaliacao de
coliformes fecais para moluscos, exigindo a analise de presenca ou auséncia de
Salmonella sp e Streptococus coagulase positivo. Os niveis de coliformes fecais
continuam exigidos somente para as aguas de cultivo.

Entretanto, como tais microrganismos sdo facilmente inativados pelos
procedimentos de tratamento de &gua ou efluentes, um numero aceitavel de
enterobactérias ndo assegura a inexisténcia de outros patdégenos resistentes a
inativacao, tais como os virus entéricos (SATO et al., 1992; LEES, 2000).

Para serem comercializadas para outros estados, as ostras produzidas devem

ter o certificado de inspecao sanitaria (Servigco de Inspecdo Federal = SIF), emitido pelo
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Servico de Inspecédo de Produto Animal (SERPA) do Ministério da Agricultura. A maioria
dos maricultores ndo possui este registro exigido para comercializacdo de qualquer
produto de origem animal e que funciona como um certificado de qualidade, além de
informar a procedéncia dos produtos vendidos. Para consegui-lo o produtor precisa
seguir uma série de determinacdes do Ministério da Agricultura, que vao desde
medidas e gabaritos para construcdo das instalagdes até o tipo de roupa utilizada. O
SIF € uma garantia para o consumidor e sem ele € impossivel comercializar ostras e
mexilhBes para outras regides. Além disso, um local para beneficiamento dos moluscos

também é requerido para obter o carimbo do SIF.

7- METODOLOGIAS DISPONIVEIS PARA DETECCAO DE VIRUS EM MOLUSCOS

As metodologias desenvolvidas para a detecgdo viral em amostras clinicas e
ambientais refletem a evolucdo do conhecimento na area de virologia, que comecou
com o isolamento dos virus por inducdo da doenca em animais de laboratorio, deteccao
do efeito citopatico viral em culturas celulares, evoluindo para metodologias
imunolégicas e moleculares que detectam o material genético viral e identificam as
espécies circulantes, através de andlise de restricdo (RFLP) (METCALF et al., 1995;
ELNIFRO et al., 2000; ALLARD et al., 2001; SOARES et al., 2002).

Quando presentes no meio ambiente, 0s virus encontram-se em pequenas
guantidades ou muito dispersos. Moluscos contaminados por virus entéricos podem
conter de 0,2 a 224 particulas em seus tecidos (SHIEH et al., 1999; LEGEAY et al.,

2000; SCIPIONE et al., 2000). Durante os ultimos 20 anos, vém sendo desenvolvidos
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varios métodos de concentracdo e de extracdo de virus presentes em aguas, alimentos
de maneira geral e tecidos de moluscos contaminados, com o0 objetivo de aumentar a
eficAcia da recuperacdo viral e da deteccdo de quantidades virais minimas, além de
minimizar o efeito citotoxico quando a cultura celular in vitro é requerida para o
isolamento e a caracterizacdo ou eliminar inibidores de reacdes enzimaticas quando as
técnicas moleculares sdo escolhidas para esta finalidade (LEWIS & METCALF, 1988;
SHIEH et al., 1999; BARARDI et al., 1999; LEGEAY et al., 2000; SANTOS et al., 2001,
SANTOS et al., 2002).

Estes métodos envolvem uma combinacdo de etapas consecutivas a fim de
separar e depois eluir os virus dos tecidos dos moluscos, concentrando-os em
pequenos volumes, passiveis de serem processados para identificagdo viral (LEWIS &
METCALF, 1988; BOUCHRITI & GOYAL, 1993; JAIKUS et al., 1996; PINA et al., 1998;
SHIEH et al., 1999; LE GUYADER, 2000). Independente da metodologia a ser utilizada,
nenhuma delas é igualmente eficaz para produtos marinhos de diferentes lugares
geogréficos, sugerindo que 0s ensaios devem ser previamente padronizados em
condi¢des laboratoriais, antes de serem aplicados para amostras de campo (LEES,
2000; SCIPIONE et al., 2000).

Os métodos classicos para a deteccdo viral em amostras ambientais séo
baseados no isolamento dos agentes virais em culturas celulares. Por meio destes
métodos o nimero das particulas virais € aumentado pela multiplicacdo e a deteccéo é
possivel pelo desenvolvimento de um efeito citopatico caracteristico da infec¢éo viral, o
gual é visualizado em microscoépio otico (REYNOLDS et al., 1996). Estes métodos séo
caros e leva-se muito tempo para chegar ao resultado, podendo ocorrer falso-positivos

devido a presenca de substancias citotoxicas como os acidos humicos, metais pesados
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e ions de ferro, presentes nas amostras ambientais. Essas substancias, por
promoverem a lise celular, podem interferir na especificidade dos resultados
(MOENPHO et al., 2001; REYNOLDS et al., 2001).

A existéncia de uma grande diversidade de virus presentes nas amostras
ambientais também é um fator que pode dificultar a detec¢do de determinados grupos
de virus, uma vez que os menos fastidiosos produzem alteracdes morfoldégicas na
monocamada celular mais rapidamente do que os mais fastidiosos (REYNOLDS et al.,
1996; 2001).

Métodos moleculares, tais como a hibridizagdo molecular e a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) foram desenvolvidos visando a deteccédo de virus entéricos em
amostras clinicas e ambientais (SCHWAB et al.,, 2001). Estas técnicas apresentam
vantagens em relacao as tradicionais por sua alta sensibilidade, simplicidade e rapidez
(ALLARD et al., 1994; GREEN & LEWIS, 1999; SHIEH et al., 1999; LEGEAY et al.,
2000; LEES, 2000; LE GUYADER, 2000).

A amplificacdo génica pela reacdo de PCR permite a deteccdo de pequenas
guantidades de sequéncias de DNA ou RNA, usualmente encontradas em amostras
ambientais. Ela tornou-se imprescindivel para a deteccdo de virus contaminantes
destas amostras e rotineiramente dificeis de identificar como o virus da hepatite A, virus
Norwalk ou rotavirus (GREEN & LEWIS, 1999; SHIEH et al., 1999; LEGEAY et al.,
2000; LEES, 2000).

O diagnostico das infeccdes causadas pelos NLVs € complicado,
principalmente, pelo fato desses virus ndo serem adaptados ao cultivo celular in vitro. A

microscopia eletrbnica e a eletromicroscopia imunoldgica tém sido usadas no
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diagnoéstico das infec¢des por NLVs, mas possuem baixa especificidade e sensibilidade
(ANDO, 1995; IRITANI, 2000; LEES, 2000; CDC, 2001).

Recentemente, a clonagem e o sequenciamento do genoma do virus Norwalk e
Sounthanpton, facilitou o diagnéstico dos NLVs por permitir a construcdo de iniciadores
genéticos, que facilitam as reacdes de transcricdo reversa e amplificacdo génica (RT-
PCR) (IRITANI, 2000; LE GUYADER, 2000).

A utilizacdo de conjuntos de iniciadores que amplificam a maior parte das
linhagens dos genogrupos G1 e G2, combinada com a hibridizagdo molecular,
consegue detectar a maioria das linhagens dos NLVs e torna a PCR uma importante
ferramenta para o diagnéstico destes virus tanto em ostras quanto em fezes (ANDO,
1995; IRITANI, 2000).

Com relacdo aos adenovirus, 0 uso da reacdo de PCR para sua deteccao vem
sendo realizada por meio da amplificacdo de sequiéncias nucleotidicas correspondentes
a regidao que codifica a proteina hexon, extremamente conservada em todos 0s
subgéneros de adenovirus. Os iniciadores externos hexAA1885 e hexAA1913 ou
internos nexAA1893 e nexAA1905, propostos por ALLARD (1990 e 1992) tém se
mostrado adequado para tal amplificacao.

Apesar de todas as suas vantagens, a sensibilidade da reacdo de PCR pode
ser reduzida consideravelmente pela presenca de substancias, tais como proteinas,
glicoproteinas, polissacarideos e carboidratos, bem como compostos inorganicos e ions
de ferro e aluminio (SHIEH et al., 1997; 1999). Estas substancias inibem a reacéo de
PCR por inibirem a polimerase, por sequestrarem ions bivalentes do meio, por inibirem
a incorporacao de nucleotideos, entre outros, e sdo comuns na carne dos moluscos que

apresenta uma matriz quimica muito complexa, podendo variar geograficamente e em
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concentragao (HURTS et al., 1997; SHIEH et al., 1999; ARNAL et al., 1999). Nucleases
e proteases também podem interferir na reacdo, degradando o genoma do virus antes
gue ele seja amplificado (SCHWAB, LEON, SOBSEY, 1996; SHIEH et al., 1999).

A aplicacédo da tecnologia de PCR em amostras ambientais complexas requer
uma extensa purificacdo a ser empregada para a deteccéo eficiente dos virus. Como
resultado, um grande numero de métodos tem sido publicados nos ultimos anos que
utilizam uma variedade de técnicas, tais como precipitacdo seletiva, antigeno de
captura, dissecacao dos tecidos dos moluscos, extracdo com solvente e cromatografia
em coluna (BOUCHRITI & GOYAL, 1993; DIX & JAYKUS, 1998; PINA et al., 1998;
SHIEH et al., 1999; LEGEAY et al., 2000; LE GUYADER, 2000; MUNIAIN-MUJIKA et
al., 2000).

Apesar destas desvantagens, o PCR € um método atraente para a rotina de
monitoramento de virus entéricos humanos presentes nos frutos do mar, ja que uma
vez padronizado, é mais rapido, simples e menos dispendioso que os métodos de
cultura celular (ABBASZADEGAN et al., 1999; STRAUB et al., 1994; PINA et al., 1998;
LEES, 2000; SANTOS et al., 2001; COELHO et al., 2003).

Diversos pesquisadores vém desenvolvendo tecnologias alternativas, que
possam melhorar a eficacia da analise de contaminantes virais nas amostras
ambientais, associando a PCR a cultura celular (ICC-PCR). A grande vantagem desta
medologia € 0 aumento da sensibilidade da reacdo de PCR, jA que uma vez que as
amostras ambientais passam pela cultura de células, a concentracdo das particulas
virais infectantes é aumentada e a quantidade de inibidores diminuida. Em comparacao

com a cultura celular sozinha, a presenca de particulas virais infectantes pode ser
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confirmada por ICC-PCR em trés dias ao invés de uma semana (REYNOLDS et al.,
2001).

Os virus NLV foram escolhidos para a realizagdo deste trabalho,
principalmente, pela sua ampla distribuicdo e importante relagdo com surtos de
gastroenterite, associados ao consumo de moluscos. Os AdVs foram escolhidos para
serem utilizados como um modelo viral no monitoramento das amostras ambientais,
principalmente, devido a sua resisténcia no meio ambiente e ampla distribuicéo, ja que
como citado anteriormente, mesmo 0s adenovirus respiratorios podem ser liberados

juntamente com as fezes e contaminar 0 meio ambiente.
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OBJETIVOS
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1- GERAIS

Padronizar e aplicar a técnica de amplificacdo génica (PCR) para a deteccdo dos

virus Norwalk-like (NLVs) em ostras experimentalmente inoculadas.

Padronizar as técnicas de PCR, nested-PCR e ICC-PCR para a deteccdo dos

adenovirus (AdV), em ostras experimentalmente inoculadas.

Monitorar a contaminacdo com AdV em ostras cultivadas em trés fazendas de

Floriandpolis.

2- ESPECIFICOS

Otimizar as reac¢des de amplificacdo génica precedidas de transcricao reversa (RT-
PCR) para os virus NLVs, utilizando amostras de fezes humanas contaminadas

pelos NLVs.

Verificar os limites de sensibilidade de deteccdo dos virus NLVs, em extratos de

ostras artificialmente inoculadas com estes virus.

Otimizar as reacdes de PCR e nested-PCR para os AdV, utilizando suspensfes
celulares infectadas por estes virus como controle positivo, bem como ostras

experimentalmente inoculadas.
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Verificar os limites de sensibilidade das reacbes de PCR e nested-PCR, utilizando

suspensdes de AdV e extratos de ostras experimentalmente inoculadas.

Padronizar a técnica de ICC-PCR para AdV em ostras experimentalmente

inoculadas e de cultivo.

Coletar ostras durante 7 meses (Abril — Outubro de 2002) em trés pontos de cultivo
de Florianépolis, e verificar a presenca de AdV através das técnicas de PCR,

nested -PCR e ICC-PCR.
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MATERIAIS E METODOS
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1- MATERIAIS BIOLOGICOS

1.1- Virus

o Norwalk-like (NLV)

As amostras de fezes foram obtidas a partir de um estoque de fezes de
individuos infectados pelos virus Norwalk-like. As mesmas foram gentilmente cedidas
pelo setor de Virologia do Instituto Adolfo Lutz, SP e posteriormente armazenadas a -
80°C. Essas amostras eram comprovadamente positivas para virus do género Norwalk—
like, pertencentes ao genogrupo G2, da familia Caliciviridae, conforme confirmado por

microscopia eletrénica.

o Adenovirus

O adenovirus humano sorotipo 5 (Ad5), do genogrupo C, foi gentilmente cedido
pela Professora Dra. Dolores U. Menhert do Laboratério de Virologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da USP, e utilizado neste trabalho como virus-padrdo em todos os

ensaios, ja que é adaptado ao cultivo celular in vitro.
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1.2 Ostras

As ostras da espécie Crassostrea gigas foram adquiridas diretamente com o0s
produtores de Florian6polis-SC e utilizadas para a infec¢do experimental e andlise de

campo.

1.2.1- Amostras ambientais

Um total de 20 amostras de ostras coletadas durante sete meses em trés
pontos de cultivo no Norte da Ilha, em Floriandpolis, foi utilizado na avaliacdo da
metodologia proposta para a deteccao de adenovirus.

Doze ostras de cada local foram coletadas mensalmente no periodo de abril a
outubro de 2002, sempre na primeira quinzena do més e no horario entre oito e nove
horas da manh&, com o objetivo de minimizar possiveis variagcbes na amostra. No més
de julho nédo foi possivel coletar a amostra no sitio 3.

Estas amostras foram armazenadas em sacos plasticos e mantidas em caixa
térmica durante o transporte até o Laboratorio de Virologia Aplicada (LVA) da UFSC.
Concomitantemente, foi colhida em frascos de vidro estéreis, uma amostra de
aproximadamente 100 ml de 4gua do mar, em cada ponto de cultivo, durante o periodo
de junho a outubro de 2002, para a determinacdo do numero de coliformes fecais e
totais. Estas amostras foram transportadas ao LVA juntamente com as amostras de
ostras.

As amostras de agua foram analisadas pela equipe do Laboratério de Virologia

Aplicada para verificar a presencga de coliformes fecais, segundo metodologia descrita
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por PEELER, HOWGHTBY, RAINOSEK (1999), obtendo os valores em numero mais

provavel (NMP).

2- CULTIVO DE CELULAS HEP-2

Células da linhagem estabelecida de carcinoma de orofaringe humano, HEp-2,
permissivas a infec¢éo in vitro pelos adenovirus (com excecao dos entéricos), foram
mantidas em garrafas de 75cm?, contendo Meio Minimo Essencial com sais de Eagle’s
(MEM, Sigma), adicionado de bicarbonato de sodio, antibiéticos/antifungico: penicilina
G e sulfato de estreptomicina/anfotericina B (Gibco-BRL) nas concentracdes finais de
100U/mL, 100ng/mL e 0,25 ng/mL, respectivamente e soro fetal bovino a 10% (SFB,
Gibco-BRL). Para o subcultivo, a monocamada celular foi lavada 2x com tampao salina
fosfato (PBS) esterilizado (NaCl 150mM; KH,PO,4 1,5mM; Na;HPO4 20mM; e KCI 27mM
pH 7,2), recebendo em seguida tratamento enzimatico com solu¢céo a 0,05% de tripsina
(1:250, Sigma) preparada em solucdo contendo NaCl 0,8%; KCI 0,04%, dextrose 0,1%;
NaHCO; 0,058%, EDTA 0,02% e vermelho de fenol 0,045%. Apds o desprendimento da
monocamada celular, as células foram ressuspendidas em 20 ml de meio MEM com
10% SBF. Em seguida, as suspensdes foram transferidas para garrafas de 75 cm? e

incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO, e 95% de O».
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3- PREPARO DAS SUSPENSOES DE ADENOVIRUS PADRAO

Para producdo dos estoques virais, as células HEp-2 foram previamente
cultivadas conforme descrito no item 2 e, ao atingirem uma monocamada confluente,
foram lavadas 2X com PBS, pH 7,2. As células receberam 2 ml de um in6culo viral ja
existente e foram incubadas por 1h a 37°C, em atmosfera de CO,, a fim de propiciar a
adsorcao das particulas virais as células. Apos este periodo, o indculo foi aspirado e as
células adicionadas de meio MEM com 1% SBF e mantidas sob as mesmas condi¢cfes
fisicas acima mencionadas (BIRCH et al., 1983).

Apos visualizacdo do efeito citopatico (ECP) em 100% das células infectadas,
estas culturas foram congeladas a —80°C e descongeladas a 37°C, por 3X, com a
finalidade de romper as membranas celulares restantes. O processo de passagem viral
foi continuado a fim de aumentar o titulo viral, diminuindo o tempo necessario de
incubacao dos virus nas ceélulas. Neste momento as suspensdes de Ad5 padrédo foram

aliqguotadas e estocadas a —80°C.

4- PREPARO DAS SUSPENSOES DE FEZES

As suspensoOes de fezes foram preparadas em tampéo salina-fosfato (PBS pH

7,2), na diluicdo final de 5%.
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5- TITULACAO DA SUSPENSAO DE ADENOVIRUS PADRAO

O titulo infeccioso de uma suspensao viral corresponde ao numero de
particulas virais por unidade de volume, capazes de infectar células permissivas.
O titulo infeccioso do estoque viral de adenovirus padrao (Ad5), produzido

neste trabalho, foi determinado através de duas metodologias:

5.1- Método das dilui¢cBes-limite (TCIDsp)

O titulo infeccioso foi quantificado pelo valor reciproco da diluigdo dos virus que
teve a capacidade de infectar 50% das células hospedeiras inoculadas, sendo expresso
como a dose infectante a 50% do tecido celular (TCID s9) por ml. A metodologia utilizada
para estimar o TCID 5o foi aquela preconizada por REED & MUENCH (1938). O TCIDsg
nao revela quantas unidades infecciosas podem estar presentes na amostra, mas
somente se esta dose ou diluicdo produzira ECP em cerca de 50% das unidades
experimentais (no caso, cada cavidade).

A partir de uma suspensédo do estoque viral, foi preparada uma série de diluicbes
na base de 10 (10! a 10'*!), em tubos de microtitulacdo, com meio MEM sem SFB
(225nL de meio MEM + 25niL de suspenséo viral). Apos, 200m destas diluicbes foram
adicionados ao tapete celular, previamente formado em placas de 96 cavidades, depois
da aspiracdo do meio de cultura (1% de SBF + antibiotico/antifingico). A placa, foi

entao, incubada a 377C, em estufa de CO,, durante 7 dias,
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(=4 ciclos de multiplicagdo do Ad5), e foi observada diariamente ao microscopio
invertido.

Em cada diluicdo foram contadas as cavidades infectadas, com efeito citopatico
(positivas), e ndo infectadas, sem efeito citopatico (negativas), e calculadas as
porcentagens de cavidades infectadas para cada diluicdo. O titulo da suspenséo viral
foi entdo determinado matematicamente através do método de Reed-Muench, obtendo-

se valores em TCID 5.

5.2- Método de contagem de placas de lise (BURLENSON et al.,, 1992;

KINGCHINGTON et al., 1995).

Células HEp-2, na densidade de 2x10° células/ml, foram cultivadas em placas de
24 cavidades (NUNC) com meio MEM suplementado de 5% de SBF, até atingirem
confluéncia. A suspens&o foi diluida de forma seriada de 10 a 107 em meio MEM. O
meio foi aspirado e 250nL das diferentes diluicdes foram adicionados a cada cavidade.
As placas foram incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% CO,, por 1h. Apds este
periodo, o indculo foi removido e adicionou-se 1 ml da seguinte solu¢do: meio MEM 2X
+ solugédo aquosa 1,5% de carboximetilcelulose na proporcao de 1:1. As placas foram
entdo incubadas por 24 h sob as mesmas condi¢cbes. ApOs este periodo, o meio foi
aspirado e as células fixadas e coradas pela adicao de 250n do corante preto de
naftaleno (Sigma) (0,1% de corante em solucdo aquosa a 5% de acido acético (v/v), pH
2,3-2,5) durante 30 min a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apds este periodo, o

corante foi aspirado e as células deixadas para secar.
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Para calcular o titulo foram escolhidas diluicbes que apresentavam menor
numero de focos de infeccéo, caracterizados por areas claras de lise celular, chamadas
de placas (Figura 4). Estas foram contadas com ajuda de microscopio estereoscopico.

Segundo BURLENSON et al. (1992), o titulo infeccioso € expresso através do
namero de unidades formadoras de placa/ml (PFU/mI) e, portanto de particulas virais, ja
gue teoricamente, cada placa € iniciada pela infec¢do de um Unico virus. Sendo assim o

titulo viral foi calculado através da seguinte formula:

N° de placas x reciproca da diluigcdo x reciproca do volume em ml.

Figura 4. Representacdo da placa de 24 cavidades utilizada no ensaio de formacéo de

placas de lise, para titulacdo do Ad5 padréo.
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6- PREPARACAO DE EXTRATOS TISSULARES DE OSTRAS (BARARDI et al.,

1999; SANTOS et al., 2001).

Este processo foi realizado conforme descrito por Barardi, 1999 e as
modificacdes apresentadas por Santos, 2001 e teve como finalidade liberar os virus
adsorvidos nos tecidos das ostras para posteriormente, concentra-los em volumes
menores.

Os tecidos de 12 ostras foram macerados com o auxilio de um homogeneizador
Ultra-Turrax (Modelo T25 basic, IKA Labortechnik), e 20g do homogeneizado, que
corresponde a uma amostra representativa. Utilizou-se também 20g de extrato tissular
reconhecidamente nao infectado, que foi inoculado com 1,2x10° PFU/mI da suspenss&o
de Ad5 padrdo ou 60m da suspenséo de fezes de NLV a 5%, que foi utilizado como
controle positivo e denominado: extrato de ostras experimentalmente inoculado.

Cada 20g de extrato foi homogeneizado com o auxilio do mesmo
homogeneizador descrito acima durante 30seg a 24.000 rotacBes/min em presenca de
10% (v/v) de tampao triptose-fosfato (TPB), (TPB 100% contém 20 g de triptose; 2,09
de glicose; 5,0 g de NaCl e 2,5g de Na;HPO4, pH 7,3) preparado em glicina 0,05M, pH
9,0, que atua como eluente dos virus. O homogeneizado foi deixado sob agitacéo
suave a 4°C durante 30 minutos e, posteriormente, centrifugado a 10.000Xg, durante 30
min, a 4°C. Apds a centrifugac¢éo, o sobrenadante contendo os virus foi precipitado em
presenca de polietileno glicol 6.000 (PEG-Sigma)) a 8% (p/v), preparado em TPB 10% e
mantido sob agitacdo durante 2h, a 4°C. Posteriormente a esse periodo, a suspensao

foi centrifugada durante 20 min, a 10.000Xg, a 4°C. O precipitado foi ressuspendido em
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5ml de tampéo fosfato de sédio 0,5M, pH 9,0. Esta suspensao foi submetida a um
tratamento por ultra-som no aparelho Sonic Dismembrator Modelo 60 (Fisher Scientifc)
para completar o desprendimento das particulas virais ainda adsorvidas ao co-
precipitado de PEG. Os extratos foram transferidos para tubos estéreis, onde o pH foi
reajustado para 7,5. As amostras foram estocadas a —80°C até sua utilizacdo nos
ensaios de ICC-PCR, PCR e nested-PCR. O extrato de ostras experimentalmente
inoculadas foi utilizado na padronizacdo destes ensaios e na verificacdo do limite de

sensibilidade (Figura 5).
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Figura 5: llustracdo do procedimento de preparacdo dos extratos de ostras. (A) Local de cultivo
(B) Lavagem das ostras (C) Transporte em caixa térmica (D) Limpeza e assepsia das valvas (E)
Abertura das valvas com auxilio da faca estéril (F) Homogeneizacao dos tecidos das 12 ostras de
cada local (G) Pesagem das 20g (H) Centrifugacéo (l) Dispersdo das particulas virais por ultra-
som.
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7- EXTRACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS

7.1- Extracdo com fenol-cloroformio-alcool isoamilico do DNA viral a partir das

suspensdes de adenovirus padréo

A extracdo do DNA de adenovirus a partir das suspensdes de adenovirus padrao
foi realizada segundo metodologia proposta por SAMBROOK & RUSSELL (2001), com
algumas modificagdes.

Aligquotas da suspenséao viral foram distribuidas em microtubos contendo igual
volume de FreonO 113 (triclorotrifluoretano, Aldrich). As amostras foram agitadas
vigorosamente durante 30seg com auxilio de um agitador de tubos e centrifugadas a
12.000Xg por 5min, a 4°C. Apos centrifugacgéo, a fase aquosa foi transferida para outro
tubo, acrescida de dodecil sulfato de sédio 1% (p/v)(SDS, Gibco-BRL) e incubada a
37°C, durante 30min. Apds incubacgdo, foram acrescentados as amostras 500m da
mistura dos solventes organicos fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, na proporgéao
25:24:1. Estas foram agitadas por 30seg e centrifugadas como descrito acima. Apos a
centrifugagao, a fase aquosa foi transferida para outro tubo e acrescida de 500m de
cloroférmio a fim de retirar os tracos de fenol restantes na amostra, agitada por 1 min e
centrifugada a 12.000Xg por 5min, a 4°C. Para precipitacdo dos acidos nucléicos,
foram adicionados a fase aquosa acetato de sédio 3M pH 5,3 na concentragdo final de
0,3M e 2,5 volumes de etanol absoluto (Merck) mantido a -20°C. As amostras foram
incubadas durante 2h a —20°C ou alternativamente, durante 1h a —80°C. Em seguida
realizou-se a precipitacdo, as amostras de DNA foram centrifugadas a 12.000Xg

durante 20min, a 4°C. A fase aquosa foi descartada, cada amostra foi acrescida de 2
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volumes de etanol 75%, mantido a —20°C, homogeneizada levemente e centrifugada a
12.000Xg, durante 5min, a 4°C. A fase aquosa foi novamente descartada, o tubo vertido

sob o papel absorvente e o DNA foi seco ao ar. Foram adicionados ao precipitado 50m

de &gua Milli-Q autoclavada e o tubo foi estocado a —20°C até a utilizag&o.

7.2- Extracdo com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico do DNA viral de AdV a

partir dos extratos de ostras

O procedimento de extracdo do DNA viral a partir dos extratos tissulares
experimentalmente inoculados e de amostras ambientais foi baseado segundo descrito
por ATMAR et al. (1993); LEES et al. (1994); BARARDI et al. (1999) e SANTOS et al.
(2001). Aliguotas de 500n de extrato de ostras receberam o mesmo volume de Freon
113, foram agitadas por 1min e, em seguida, centrifugadas a 12.000Xg, 5min, 4°C.
Apés centrifugagdo, a fase aquosa foi transferida para outro tubo e tratada durante
30min a 37°C com 400ny da enzima proteinase K Gibco-BRL) juntamente com o
tampao da enzima com a seguinte composicao: Tris-HCI 10mM pH 7,5; EDTA 5mM;
SDS 0,5% (p/v). Apés este periodo, os tubos foram adicionados de brometo de
cetiltrimetrilaménio (CTAB, Sigma) na concentracdo de 1,3 %(p/v) em presenca de
cloreto de sédio (Sigma) 0,4M, sendo as amostras incubadas a 56°C durante 30min.
Apés, realizou-se o procedimento de extracdo dos acidos nucléicos com fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico e precipitacdo com etanol conforme descrito no item 7.1.
Neste caso, o DNA foi dissolvido em 500 de 4gua Milli-Q autoclavada. Os tubos foram

estocados a 20°C até a utilizacao.



39

7.3- Extracdo com Trizol° do RNA de NLVs a partir das suspensdes de fezes

Os RNAs virais foram extraidos sempre em duplicata, de acordo com as
especificacdes do fabricante, com pequenas modifica¢cées: quinhentos microlitros de
suspensao de fezes foram adicionados a igual volume de triclorotrifluoretano reon
113). As amostras foram homogeneizadas com auxilio de um agitador de tubos e
centrifugadas a 12.000Xg por 5 min a 4°C. A fase aquosa foi transferida para outro tubo
limpo onde foi adicionado uma solucdo de SDS (dodecil sulfato de sédio) a 10% (p/v),
para obter uma concentragéo final do mesmo de 1%. As amostras foram incubadas a
37°C por 30min. Em seguida, foi adicionado o dobro do volume inicial da amostra de
Trizol° (Sigma-BRL) a cada tubo. As amostras foram incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente (T.A.). Apés a adicao de cloroférmio, os tubos foram agitados
vigorosamente por 15seg e incubados por 10min a temperatura ambiente. Em seguida
as amostras foram centrifugadas a 12.000Xg a 4°C por 15min. A fase organica
contendo Trizol° foi desprezada e a fase aquosa transferida para outro tubo onde o
acido nucléico foi precipitado por adicdo de isopropanol. Os tubos foram agitados
manualmente por 15seg e incubados por 10min a T.A.

A seguir, as amostras foram centrifugadas a 12.000Xg a 4°C por 10min, o
sobrenadante foi desprezado por inversao, e ao precipitado foi adicionado 1ml de etanol
a 70% gelado. Com o auxilio de um agitador de tubos, as amostras foram

homogeneizadas e centrifugadas a 12.000Xg a 4°C por 5min. O sobrenadante foi
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desprezado e o RNA seco ao ar. Em cada tubo foram adicionados 50m de 4gua tratada,

livre de ribonucleases (DEPC). Os RNAs foram armazenados a -80°C até utilizag&o.

7.4- Extragao com Trizol® do RNA viral de NLVs a partir dos extratos de ostras

Apos a clarificagdo com Freon 113, as amostras foram submetidas ao
tratamento com proteinase K e, em seguida, com CTAB, conforme descrito no item 7.2.

ApOs estes tratamentos, as amostras foram extraidas com Trizol® conforme descrito no
item anterior. No final deste procedimento os RNAs foram dissolvidos em 500m de agua

tratada, livre de ribonucleases (DEPC). Os RNAs foram armazenados a -80°C até

utilizacao.

8- QUANTIFICACAO DO RNA TOTAL

A fim de quantificar o RNA total, obtido a partir das suspensées de fezes, apds o
processo de extracdo, a amostra foi analisada por espectrofotometria.

A concentracdo do RNA viral foi medida em espectrofotometro Ultrospec 3000
(Pharmacia Biotech) através da leitura da densidade otica (D.O.) nos comprimentos de
onda de 260 e 280nm, simultaneamente, para avaliar a quantidade de RNA obtido na
extracdo. Desta forma, foi possivel calcular a quantidade de RNA detectado no PCR

(SAMBROOK et al., 2001).
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9- ENSAIO DE RT-PCR PARA A DETECCAO DO RNA DOS VIRUS NORWALK-LIKE
EXTRAIDOS A PARTIR DAS SUSPENSOES DE FEZES E DO EXTRATO DE

OSTRAS EXPERIMENTALMENTE INOCULADO.

Foram selecionados para este trabalho, os iniciadores definidos por ANDO et al.,
(1995), tendo sido utilizados tanto na transcri¢éo reversa (RT) quanto na PCR (SR33 e
SR46). Estes iniciadores sdo baseados na sequéncia nucleotidica (Tabela 1) da regido
da RNA polimerase das diferentes linhagens dos NLVs, gerando um produto cuja

sequéncia é de 123pb.

Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores especificos para amplificacdo dos NLVs do

genogrupo G1 e G2.

Iniciador  Identificacao Sequéncia (5°- 3") Localizacéo
G-1, G-2 SR33 TGTCACGATCTCATCACC 4856-4876
G-2 SR46 TGGAATTCCATCGCCCACTGG 4754-4773

9.1- Transcricao reversa:

Foram testados dois protocolos para a realizagdo da transcricdo reversa, com
diferentes concentracdes de MgCl, (protocolo 1: 3,0mM, protocolo 2: 4,5mM).

A mistura da reacdo de transcricédo reversa (RT), foi realizada no fluxo laminar
onde adicionou-se em um tubo (tubo 1) os seguintes reagentes: deoxinucleotideos
trifosfatos (dNTPs, Gibco-BRL), 1,6mM, DTT (ditiotreitol, Gibco-BRL), 2mM, MgCk

(Gibco-BRL) (dependendo do protocolo), iniciadores SR33 e SR46 (Gibco-BRL),
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100pmoles de cada, enzima RT-MLV Gibco-BRL), 40U, inibidor de RNAse (Gibco-
BRL), 5U e o b-Mercaptoetanol (Sigma), 1ImM. Em outro tubo separado (tubo 2),
adicionou-se o tampao da enzima, a agua DEPC (Gibco-BRL), e o Triton X-100
(Sigma). No ambiente destinado a manipulagédo de acidos nucléicos, foi adicionado a
este 2° tubo 5n1 (0,95ny) de RNA, que foi desnaturado a 95° por 5min, no termociclador
(Minicycler™, PTC-150-16 &-25, MJ Research). O tubo foi rapidamente transferido para
o gelo por 1min. Apdés este periodo, foi centrifugado brevemente para coletar a amostra
no fundo do tubo que foi adicionada aos outros reagentes que estavam no tubo 1. A
reacao de transcricao reversa, na qual o segmento de RNA foi transcrito a sequéncia de

DNA complementar (cDNA), foi realizada a 37°C por 90min.

9.2- Determinagdo da concentracao ideal dos componentes do tampé&o e do pH

para areacao de PCR paraNLVs

A definicdo das concentracdes salinas ideais da reacdo de PCR foi realizada
utilizando o kit Opti-Prime™ (Stratagene Cloning Systems). Este kit consiste em
tampdes que apresentam trés diferentes valores de pHs (pH 8,3; 8,8 e 9,2), duas
concentragdes finais de MgChk (1,5mM e 3,5mM) e duas concentracdes finais de KCI
(25mM e 75mM). Cada pH é combinado com diferentes concentracdes de MgCl, e KClI,
perfazendo um total de doze concentracdes salinas distintas nos tampdes. A Tabela 2
mostra a composicao de cada um destes componentes.

Foram colocados 42,5m de agua Milli-Q autoclavada em cada um dos 12 tubos

contendo cada um dos 12 tampdes, em seguida, adicionou-se dNTPs na concentracéo
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de 200mM, 100pmoles de cada um dos iniciadores (SR33 e SR46), 2,5 U da enzima
Tag-polimerase (Gibco-BRL) e 3m do cDNA obtido através do protocolo 1 ou 2 de
transcricdo reversa. Os tubos foram colocados no termociclador que foi programado
com os seguintes ciclos de acordo com ANDO et al., (1995): desnaturacéao a 94°C por
3min, 40 ciclos de amplificacdo com desnaturacdo por 1min a 94°C, anelamento por
1min e 30seg a 50°C, e extensdo por 2min a 60°C, seguidos por uma extensdo com

incubacao a 72°C por 7 min.

Tabela 2- Composicéo dos tampdes do kit Opti-Prime™.

Tampéo Tris-HCI Tris-HCI Tris-HCI MgCl, KCI
pH 8,3 pH 8,8 pH 9,2
1 5ml (100mM) - - 750m (15mM)  12,5ml (250mM)
2 5ml (100mM) - - 750 (15mM)  37,5ml (750mM)
3 5ml (100mM) - - 1750m (35mM) 12,5ml (250mM)
4 5ml (100mM) - - 1750m (35mM) 37,5ml (750mM)
5 - 5ml (100mM) - 750m (15mM) 12,5ml (250mM)
6 - 5ml (100mM) - 750m (15mM)  37,5ml (750mM)
7 - 5ml (100mM) - 1750M (35mM) 12,5ml (250mM)
8 - 5ml (100mM) - 1750m (35mM) 37,5ml (750mM)
9 - - 5ml (100mM)  750m (15mM)  12,5ml (250mM)
10 - - 5ml (100mM)  750m (15mM)  37,5ml (750mM)
11 - - 5ml (100mM)  1750m (35mM) 12,5ml (250mM)

12 - - 5ml (100mM)  1750m (35mM) 37,5ml (750mM)
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10- ENSAIOS DE PCR E NESTED-PCR PARA A DETECCAO DO DNA DOS ADVS

Os ensaios de PCR e nested-PCR foram utilizados para a detecgdo do DNA
dos AdVs extraidos a partir das suspensfes Ad5 padrdo e dos extratos de ostras
experimentalmente inoculados. Primeiramente, os protocolos de PCR e nested-PCR,
descritos por ALLARD et al., (1990), foram testados para o Ad5 padrao, e em seguida
para os extratos de ostras experimentalmente inoculados e das amostras de campo.

Os iniciadores selecionados neste trabalho foram os descritos por ALLARD et
al. (1992), que flanqueiam a sequéncia completa do gene hexon, que codifica a
proteina hexon, originando um produto de 300pb no PCR e de 143pb no nested-PCR

(Figura 6).

hexon

Fla F1h / \
18858

—

300nh

19158

18937 —_— 19079

143nbh
hexAA 1885 (5-GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC-3)
hexAA 1913 (5'-CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT-3)

nehexAA 1893 (5-GCCACCGAGACGTACTTCAGCCTG-3)
nehexAA 1905 (5-TTGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCGGTC3))

Figura 6- Representacdo esquematica da regido do gene hexon demonstrando os

sitios especificos de anelamento dos iniciadores e suas respectivas seqiéncias.
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10.1- Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo de amplificacdo foi realizada utilizando-se concentracées de 82
pmoles e 85pmoles dos iniciadores hexAA 1885 e hexAA 1913 (Invitrogen),
respectivamente, que foram adicionados a uma mistura de reagdo contendo 1,5mM de
MgCl, (Biotools), tampdo 1X da enzima @iotools), 200nM de dNTPs (Gibco-BRL) e
2,5U de Tag-Polimerase (Biotools). Estes reagentes foram pipetados em fluxo laminar
em um ambiente separado, livre de contaminag&o por 4cidos nucléicos.

Na sala destinada a manipulacédo dos acidos nucléicos, foram adicionados a
este tubo de reacédo, 5n de DNA viral.

A etapa de desnaturacdo das fitas de DNA realizou-se a 94°C por 1min,
seguida de 40 ciclos de desnaturacao a 94°C por 1min, anelamento a 56°C por 1min, e
extenséo a 72°C por 45seg. A extensao final ocorreu a 72°C por 7min.

Em todas as reacdes realizadas, utilizou-se &gua Milli-Q como controle

negativo e Ad5 padrdo como controle positivo.

10.2- Reacao de nested-PCR

A amplificagdo das sequéncias nucleotidicas do DNA viral ocorreu em um meio
composto por 85 pmoles de cada um dos iniciadores: nehexAA 1893 e nehexAA 1905
(Invitrogen), 1,5mM de MgClkL (Biotools), tampédo 1X da enzima @iotools), 200nM de
dNTPs (Gibco-BRL) e 2,5U de Tag-Polimerase (Biotools). Estes reagentes foram

pipetados em fluxo laminar como no item 10.1, porém o produto amplificado da reagéo
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de PCR foi pipetado em um terceiro ambiente evitando assim a contaminagédo das
outras salas. Em todos os experimentos utilizou-se ponteiras com barreira, material
autoclavado, luvas e jalecos especificos para cada um dos ambientes.

Foi testado nesta reagao qual a concentracdo ideal de produto de PCR para ser
utilizado no nested-PCR a fim de minimizar os produtos inespecificos amplificados do
proprio material genético das ostras. Os tubos foram colocados no termociclador e a
etapa de desnaturacdo das fitas realizou-se a 94°C por 1min, seguida de 25 ciclos de
desnaturagéo a 94°C por 1min, anelamento a 57°C por 1min, e extensdo a 72°C por

45seq. A extenséo final ocorreu a 72°C por 5min.

11- DETERMINACAO DO LIMITE MINIMO DE DETECCAO DAs REACOES DE PCR

E NESTED-PCR PARA ADENOVIRUS

Este ensaio teve como objetivo determinar a sensibilidade daS reactes de PCR
e nested-PCR para a deteccdo dos adenovirus presentes nas suspensfes de Ad5

padréo e nos extratos de ostras experimentalmente inoculados.

11.1- Limite de sensibilidade das rea¢cdes de PCR e nested-PCR realizados com as

suspensdes de Ad5 padréao.

Neste ensaio, foram realizadas diluicbes seriadas na base 10 (10 a 1072, das
suspensdes de Ad5 padréo, em meio de cultura MEM. As concentracdes dos Ad5,nas

respectivas diluicdes, estdo mostradas na Tabela 3 .
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O DNA viral das diluicbes foi extraido através do método de fenol: cloroférmio:
alcool isoamilico descrito no item 7.1 e realizou-se a reacdo de PCR e nested-PCR

segundo descrito nos item 10.1 e 10.2, respectivamente.

Tabela 3- Diluicdes das suspensdes de Ad5 padréo e suas respectivas concentracoes.

Diluicbes da suspenséo de Ad5 Concentracdo em PFU/mlI

padréo

Puro 1,6x10°
101 1,6x10°
1072 1,6x10*
1073 1,6x10°
10 1,6x10°
10° 16

10°® 1,6

1077 1,6x10"
108 1,6x1072
10°° 1,6x10°3
1010 1,6x10
10t 1,6x107°

1012 1,6x10°
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11.2- Limite de sensibilidade da PCR e nested-PCR para extratos de ostras

experimentalmente inoculados.

Assim como para as suspensdes de Ad5 padrdo, também foram realizadas
diluicdes seriadas na base 10 (10! a 10*?), dos extratos de ostras experimentalmente
inoculadas. As concentragfes virais destes extratos de ostras em suas respectivas
diluicdes, estdo mostradas na Tabela 4. O DNA viral das diluicbes do extrato foi
extraido através do método de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico descrito no item 7.2,
e realizou-se as reacdes de PCR e nested-PCR, segundo descrito nos item 10.1 e 10.2,

respectivamente.

Tabela 4- Diluicbes dos extratos de ostras experimentalmente inoculadas e suas

respectivas concentracdes de adenovirus.

Dilui¢cbes Concentracao em PFU/ml
Puro 1,2x10°
101 1,2x10*
102 1,2x10°
1073 1,2x102
10 12
10 1,2
10°® 1,2x101
1077 1,2x102
108 1,2x10°3
10° 1,2x10™
10710 1,2x10°
10t 1,2x10°

1012 1,2x1077
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12- AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS DE OSTRAS

Este ensaio teve como objetivo estabelecer a diluicdo na qual o extrato de
ostras preparado no item 6 ndo apresentava toxicidade para as células HEp-2. Esta
diluicdo serviu como referéncia para o ensaio de PCR associado a cultura de células
(ICC-PCR). Foram utilizados extratos de ostras n&o infectadas, com resultados
confirmados por PCR e nested-PCR, a fim de que as alteracdes observadas nas células
fossem exclusivamente devido ao efeito dos componentes teciduais das ostras.

Células HEp-2 (aproximadamente 2x10° células/ml), foram cultivadas em
placas de 24 cavidades em meio MEM com adicao de 5% de SBF e mantidas por 24h
em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO..

ApoOs este periodo, o extrato negativo (previamente tratado com antibiéticos e
antifingico nas concentracdes de 150ng/ml e 50ng/ml, respectivamente) foi diluido
seriadamente na base de 10, de 10 a 10, em meio MEM. O meio de cultivo de cada
uma das 24 cavidades contendo a monocamada de células foi retirado e foram
inoculados 250 das diferentes diluicbes do extrato negativo (quatro réplicas para cada
diluicdo) (Figura 7) e as placas foram incubadas por 60 min a 37°C. Em seguida, o
extrato foi retirado e as células suplementadas com 1ml de meio MEM acrescido de 1%
de SBF. As placas foram incubadas em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO;
durante 24, 48, 72 e 96h. No final de cada periodo, a integridade das células foi
observada no microscopio invertido, a fim de identificar possiveis alteracGes
morfologicas celulares. Cada observacédo foi comparada com um controle celular €c)

(Figura 7), sem extrato de ostra, contendo apenas a monocamada celular e meio de
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cultura. Apés cada periodo, a integridade das células foi confirmada adicionando-se a

cada cavidade 250m do corante preto de naftaleno na concentracdo descrita no item

5.2.

OO00O0O0O0
OOOOOO

OO0O0O0O00
OOOOOO

Figura 7- Esquema da placa utilizada para a determinagdo da citotoxicidade das
diferentes diluicGes dos extratos de ostras. As cavidades contendo monocamadas de
células HEp-2, foram incubadas com as dilui¢des indicadas de extratos de ostras nao

infectadas.



51

13- DETECCAO DE ADENOVIRUS ATRAVES DO ENSAIO DE PCR INTEGRADO A

CULTURA CELULAR (ICC-PCR)

Este ensaio foi realizado em triplicata onde foram utilizados extratos de ostras
experimentalmente inoculadas com Ad5 padréo na concentracdo de 1,2x10° PFU/ml de
extrato e suspensdes de Ad5 padrdo na concentracdo de 1,6x10° PFU/mI, que foram
diluidos seriadamente na base 10 (10 a 10°®) em meio MEM.

Células HEp-2 foram cultivadas em placas de 24 cavidades até atingirem
confluéncia. Apoés este periodo, 250m de cada uma das diluigdes foram adicionadas em
duplicata nas células por 60min a 37°C. Ao final deste periodo, o indculo foi retirado e
as células foram adicionadas de 1ml de meio MEM suplementado com 1% de SBF e
1% da solucao de antibidticos e antifungico. As placas foram incubadas a 37°C por até
96h. A cada 24h, as placas foram retiradas da estufa e submetidos a trés ciclos
consecutivos de congelamento e descongelamento, para que houvesse o rompimento
das membranas celulares a fim de liberar no sobrenadante as particulas virais
infectantes.

Apds este processo, 0o meio foi retirado das cavidades e colocado em
microtubos devidamente identificados com as diluicdes e os tempos correspondentes. O
préximo passo foi realizar a extracdo dos acidos nucléicos (segundo o item 7.1) de cada
uma dessas diluicdes para posterior deteccdo por PCR (segundo o item 10.1) dos AdV
presentes nas suspensfes de Ad5 padrdo e extratos de ostras experimentalmente

inoculadas (Figura 8).
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Este ensaio teve como objetivo determinar se com a incubacao dos extratos de
ostras e das suspensdes de Ad5 padréao nas células HEp-2, o limite de sensibilidade da
reacdo de PCR era aumentado. Assim, seria possivel selecionar o melhor tempo e

diluicdo necessaria para determinar a presenca viral nos extratos de ostras das

amostras ambientais.
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Diluigbes dos extrato
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Extracdo dos acidos nucléicos e PCR

Figura 8- Esquema da placa utilizada no ensaio de ICC-PCR. Monocamadas de células

HEp-2 foram incubadas com as diluicbes indicadas de extrato de ostras

experimentalmente inoculadas e com diluicdes do adenovirus padréo.
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14- DETECCAO DOS ADENOVIRUS PRESENTES EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

ApOs a padronizacdo dos ensaios, as 20 amostras ambientais coletadas
durante os meses de abril a outubro de 2002 (item 1.2.1), foram processadas segundo
item 6 e os extratos foram analisados por PCR, nested-PCR (itens 10.1 e 10.2) e ICC-
PCR (item 13).

No ensaio de ICC-PCR, todas as 20 amostras foram incubadas na diluicdo 102
(diluicdo néo citotdxica), em duplicata, em células HEp-2, cultivadas em placas de 24
cavidades que foram incubadas a 37°C por 72h. Apés este processo, as placas foram
congeladas e descongeladas por 3X, os acidos nucléicos foram extraidos e realizou-se

areacédo de PCR.

15- VISUALIZACAO DOS PRODUTOS DE PCR E NESTED-PCR

A andlise dos produtos de PCR e nested-PCR foi realizada por eletroforese em
gel de poliacrilamida a 10% e em gel de agarose a 1,5% em TBE (Tris/Borato/EDTA)
(SAMBROOK et al., 2001), que foram visualizados ap6s a coloracdo dos géis com

brometo de etideo na concentracdo de 1ng/ml e posteriormente expostos a luz UV em

transiluminador e fotografados com aparelho digital Kodak Image System.
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RESULTADOS
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1- CULTIVO DAS CELULAS HEp-2

A metodologia descrita para o cultivo de células, permitiu o crescimento, a
propagacdo e a formacdo das monocamadas celulares em até 24h em garrafas de
75cm? e em placas de 24 e 96 cavidades, quando cultivadas em meio MEM

suplementado com 5% de SBF.

2- OBTENCAO DAS SUSPENSOES DE ADENOVIRUS PADRAO

As células HEp-2 se mostraram permissivas a infeccéo pelo Ad5, apresentando
efeito citopatico (ECP) caracterizado por arredondamento, aumento de volume
citoplasmatico e, as vezes se agrupando em ‘“cachos” (LENNETE, 1979). Estas
observacdes morfologicas foram observadas a partir de 24h de infec¢do e continuavam
evoluindo até por volta de 72h, quando o efeito citopatico atingia cerca de 90% das

células.

3- TITULO INFECCIOSO DO AD5 PADRAO

O titulo infeccioso do Ad5 padréao foi determinado através de dois métodos:

3.1- METODO DAS DILUICOES-LIMITE

Utilizando o método de calculo de Reed-Muench, foi determinado o titulo de
5x10° TCIDso/ml de adenovirus na suspensdo de Ad5, utilizada como controle positivo

em todos os ensaios subsequentes.
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3.2- Método de contagem de placas de lise

Utilizando o método de formacdo de placas de lise, foi determinado o titulo de
1,6x10° PFU/mI na suspensdo de Ad5 padrdo, este valor foi escolhido como referéncia
durante este trabalho por ser mais representativo, uma vez que os valores em TCID s
indicam apenas a capacidade dos virus de infectar 50% das células hospedeiras.

Nas duas metodologias foram necessarios pelo menos 72h para determinar o titulo

infeccioso viral.

4- QUANTIFICACAO DO RNA VIRAL DOS NLVS

O RNA viral dos NLVs, obtido a partir das suspensfes de fezes a 5% foi dosado
espectrofotometricamente de acordo com o item 8, a concentracao foi de 191ng/ml,

apresentando um valor de 1,7 para a relacédo entre absorbancias 260/280nm.

5- ENSAIO DE RT-PCR PARA A DETECCAO DO RNA DOS NLVS

5.1- Transcricao reversa

Foram avaliados dois protocolos de transcricdo reversa, utilizando diferentes
concentracoes de MgCl,. Estes protocolos foram testados utilizando RNA de NLVs
extraido das suspensdes de fezes e extratos de ostras experimentalmente inoculadas.
Quando estes protocolos foram testados utilizando RNA extraido das suspensdes de

fezes, foi possivel, apés a realizagdo da RT-PCR, amplificar a sequéncia esperada com
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o protocolo 1 (3mM de MgCl,) de transcricdo reversa, o que ndo aconteceu aplicando o
protocolo 2 (4,5mM de MgCl) (Figura 9, linhas 2 e 3, respectivamente).

Apbs a determinacdo do protocolo mais eficiente de transcricdo reversa
(protocolo 1), este foi aplicado utilizando RNA extraido de extratos de ostras
experimentalmente inoculados com suspensdes de fezes, porém nado houve sucesso
nas reacoes de amplificacdo génica, mesmo apds sucessivas repeticdes deste ensaio

(Figura 9, linha 5).

5.2- Determinacédo da concentracao ideal dos componentes do tampao e pH para

areacao de PCR paraos NLVs

Este ensaio permitiu testar simultaneamente trés varidveis importantes na
reacdo de PCR: o pH e as concentracdes ideais de MgCl, e de KCI.

A Figura 10 mostra a amplificacdo do RNA viral extraido das suspensdes de
fezes, que ocorreu somente quando utilizou-se trés dos doze tampdes do Kit.

A partir deste resultado, o tampé&o n° 3 (Tris-HCI pH 8,3, MgCkL 3,5mM, KCI

25mM ) foi sempre utilizado.
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123pb — P

Figura 9- RT-PCR para a deteccdo de NLVs. Gel de agarose a 1,7% apresentando o0s
produtos de reagdo com suspensdes de fezes e extratos de ostras inoculadas.

M- 100pb ladder,

1- Transcricdo reversa a partir de suspensdes de fezes utilizando o protocolo 1 (3,0mM de
MgCl).

2- Transcricéo reversa a partir de suspensodes de fezes utilizando o protocolo 2 (4,5mM de
MgCl).

3- Controle negativo.

4- Transcricdo reversa a partir dos extratos de ostras experimentalmente inoculadas

utilizando o protocolo 1.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 10- Gel de poliacrilamida a 10% apresentando o teste das condi¢des salinas
e pH. M- 100pb ladder; 3- Tris-Hcl pH 8,3, MgCl 3,5mM, KCI| 25mM (tampéo 3); 7-
Tris-Hcl pH 8,8, MgCl, 3,5mM, KCI 25mM (tampéo 7); 11- Tris-Hcl pH 9,2, MgCl,
3,5mM, KCI 25mM (tampéo 11).
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6- ENSAIOS DE PCR E NESTED-PCR PARA A DETECCAO DE DNA DOS ADV

Estes ensaios foram realizados com DNAs de AdV extraidos a partir das

suspensdes de Ad5 padréo e dos extratos de ostras experimentalmente inoculadas.

6.1- Padronizagao da concentragédo ideal de DNA para o nested-PCR

Visando diminuir a quantidade de bandas inespecificas na reacdo de nested-
PCR a partir de extrato de ostras experimentalmente inoculadas, foram testadas
concentracdes de DNA amplificado (5m, 3m e 1) tanto para as suspensfes de Ad5
padrdo, quanto para p extrato de ostras experimentalmente inoculadas (Figura 11).
Apbs a reacao de PCR, verificou-se que utilizando 1m de DNA amplificado a partir de
extratos de ostras experimentalmente inoculadas, houve uma diminuicdo nas bandas
inespecificas (linha 7). Em relacdo as suspensfes de Ad5 padrdo, ndo se observou

diferenca entre as concentragdes de DNA viral testadas.

6.2- Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e nested- PCR para o DNA viral obtido

a partir das suspensdes de Ad5 padrao

6.2.1- Limite minimo de deteccdo do DNA viral

O limite de sensibilidade para detec¢cao da regido do hexon do genoma dos
AdVs, foi obtido a partir das suspensdes de Ad5 padréo, foi determinado utilizando a

PCR e o nested-PCR.
Na Figura 12, pode-se observar que utilizando-se apenas a reacédo de PCR, o

limite minimo de detecc¢éao viral foi de 16 PFU/ml (linha 2) enquanto que quando houve
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um passo a mais de amplificacdo génica (nested-PCR), o limite minimo de detecc¢éao foi

de 0,00016 PFU/mI (linha 5).

<— 300pb

<“— 143pb

Figura 11- Gel de agarose a 1,7% apresentando o limite de sensibilidade das
suspensdes de Ad5 padrdo. 1-3 PCR, 4-5 nested-PCR, valores em PFU/ml. M-

Marcador 1- 1,6x10% 2- 16; 3- 1,6; 4- 1,6x10™; 5- 1,6x107°; 6- Controle negativo.
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143pb

Figura 12- Gel de agarose a 1,7% apresentando os produtos das reagOes de nested-
PCR utilizando diferentes concentracdes de produto de PCR de suspensdes de Ad5
padrdo e extratos de ostras experimentalmente inoculadas. M- marcador 100pb; 1-
Controle negativo; 2,3,4- 5, 3 e 1m (suspensdes de Ad5 padrdo); 5,6,7- 5,3 e 1 ni

(extratos de ostras experimentalmente inoculados).
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6.3- Reacdo em cadeia dapolimerase (PCR) e nested- PCR para o DNA viral obtido
a partir dos extratos de ostras experimentalmente inoculados com suspensdes de

Ad5 padrao

6.3.1- Limite minimo de detec¢cdo do DNA viral

O limite de sensibilidade da amplificacdo da regido do hexon do genoma dos
AdVs obtido a partir dos extratos de ostras experimentalmente inoculados com
suspensdes de Ad5 padrao, foi determinado utilizando a PCR e nested -PCR. No
ensaio de PCR o limite minimo de deteccdo foi de 1,2x10%> PFU/g de ostra, enquanto

gue utilizando o nested-PCR, o limite foi de 1,2 PFU/g de ostra (Figura 13).

M 1 2 3 4 5 6 7

<— 300pb

<4— 143pb

Figura 13: Gel de agarose a 1,7% apresentando o limite de sensibilidade do extrato de
ostras experimentalmente inoculadas. Linhas 1, 2 e 3, resultados do PCR, linhas 4, 5 e
6 resultados do nested-PCR, valores em PFU/ml. M- Marcador; 1- 1,2x10°; 2- 1,2x10°
3-12;4-12;5-1,2;6- 0,12 ; 7- Controle negativo.
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7- AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS DE OSTRAS

A avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de ostras foi realizada em células
HEp-2, mediante a observacao qualitativa, no microscopio invertido, das alteracfes
morfoldgicas celulares e da integridade do tapete celular em diferentes periodos de
incubacdo (24,48, 72 e 96h) através da coloracdo das células pelo corante preto de
naftaleno. De acordo com as observacdes, foi possivel determinar que os extratos de
ostras a partir da diluicdo 102, ndo foram citotdxicos até 96h (Tabela 6). A diluicdo 10
se mostrou citotoxica em 24h aumentando gradativamente com o tempo até ocorrer

destruicao das células em 96h.

Tabela 6- Avaliacdo qualitativa da toxicidade de diferentes diluicbes do extrato de

ostras, em 24, 48, 72 e 96h, em células HEp-2.

Citotoxicidade

Diluicdes 24h 48h 72h 96h
10-1 ++ ++ +++ +++
102
1073
104
10

10°®

(+++): Destruicdo total da monocamada celular.
(++/+): Destruicao parcial da monocamada celular.

(-): Monocamada celular conservada.
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8- DETECCAO DOS ADENOVIRUS ATRAVES DO ENSAIO DE PCR ASSOCIADO A

CULTURA CELULAR (ICC-PCR)

Durante a padronizagao deste ensaio, foram utilizadas diluicdes seriadas das
suspensdes de Ad5 padréo e dosextratos de ostras experimentalmente inoculadas em
células HEp-2 em diferentes tempos, a fim de verificar o limite de sensibilidade através

da reacdo de PCR associada a cultura de células.

8.1 Ensaio de ICC-PCR para deteccdo de adenovirus em suspensdes de Ad5

padrao

Neste ensaio, no tempo de 24h, foi possivel detectar a presenca de adenovirus
até a concentracdo de 1,6x10° PFU/ml. A medida que o periodo de incubacdo foi
aumentado, o limite de sensibilidade também foi, havendo assim uma relacao direta
entre eles. Observou-se que, a partir de 48 até 96h de incubacdo, o limite de

sensibilidade foi de até 1,6 PFU/ml (Tabela 7).
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Tabela 7- Limites de sensibilidade de detec¢ao em diferentes diluicbes das suspensdes

de Ad5 padrdo em 24, 48, 72 e 96h através do ensaio de ICC-PCR.

Concentracdo em PFU/mlI

Diluicdes/Tempo 24h 48h 72h 96h
10t 1,6x10° 1,6x10°  1,6x10°  1,6x10°
102 1,6x10* 1,6x10*  1,6x10*  1,6x10*
10’3 1,6x10° 1,6x10®°  1,6x10°  1,6x10°
10 - 1,6x10*>  1,6x10>  1,6x10?
10° - 16 16 16
10® - 1,6 1,6 1,6

(-) Nao detectado.

8.2 Ensaio de ICC-PCR para deteccdo de adenovirus em extratos de ostras

experimentalmente inoculadas

O ensaio de ICC-PCR com os extratos de ostras demonstrou que o periodo de

24h de incubacao néo foi suficiente para detectar os adenovirus presentes nos extratos,

provavelmente, pela baixa concentracao destes. A partir de 48h de incubagéo, houve

um aumento na sensibilidade, passando de 1,2x10%® PFU/ml em 48h para 1,2x10°

PFU/ml, nos tempos de 72 e 96h (Tabela 8 e Figura 14).

A associacao das duas técnicas nao demonstrou maior eficiéncia, ja que o limite

de sensibilidade atingido foi igual ao da reacédo de PCR.
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Tabela 8- Limites de sensibilidade de deteccdo em diferentes diluicbes de extratos de

ostras experimentalmente inoculadas, em 24, 48, 72 e 96h, através do ensaio de ICC-

PCR
Concentracao em PFU/mI
Diluicbes/tempo 24h 48h 72h 96h

10t - 1,2x10*  1,2x10*  1,2x10*
1072 - 1,2x10°  1,2x10°  1,2x10°
1073 - - 1,2x10%>  1,2x10?
10 -

10° - ] - ]
10 - ] _ _

(-) Nao detectado.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 14- Deteccado de adenovirus através do ensaio de ICC-PCR, nos tempos de 24,
48, 72 e 96h em extratos de ostras experimentalmente inoculadas. M- marcador; 1- 24h;
2,3,4- 1,2x10%, 1,2x10%, 1,2x10% (48h); 5,6,7,8- 1,2x10% 1,2x10° 1,2x10% ,12 (72h);
9,10,11,12- 1,2x10% 1,2x103, 1,2x10% , 12 (96h); 13- controle negativo.
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9- DETECCAO DE ADENOVIRUS PRESENTES EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Apés a padronizacdo das metodologias de PCR, nested-PCR e ICC-PCR
utilizando suspensbes de Ad5 padrdo e extratos de ostras experimentalmente
inoculadas, estas foram realizadas para a verificacdo da presenca de adenovirus nas
amostras ambientais coletadas durante os meses de abril a outubro de 2002, em trés
pontos de cultivo no norte da ilha de Florianopolis.

Nao foi verificada positividade em nenhuma das 20 amostras submetidas a
reacdo de PCR (Tabela 9), com excec¢édo dos controles positivos (extratos de ostras
experimentalmente inoculadas). Porém quando estas amostras foram analisadas
através da reacao de nested-PCR, foi encontrada positividade em 18 (90%) amostras.
As amostras negativas foram as dos meses de abril e maio, nos sitios 2 e 3,
respectivamente (Figura 15).

As 20 mostras ambientais também foram submetidas ao ensaio de ICC-PCR,
onde foram diluidas (10?) e inoculadas em células HEp-2 por 72h a fim de verificar se
as amostras que foram negativas através do nested-PCR eram confirmadas por este
ensaio. Devido a problemas na cultura de células, este ensaio ndo pode ser finalizado a

tempo do término deste trabalho.

10- ANALISE DAS AMOSTRAS DE AGUA

As amostras de agua foram coletadas nos trés sitios de cultivo durante os sete
meses e processadas segundo o item 1.2.1(Métodos), obtendo resultados indicativos

descritos na Tabela 9.
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Em, pelo menos, quatro meses (80%) as amostras tiveram uma média de 14
NMP/100mL com nenhuma amostra (10% = 0,5) excedendo 43 NMP/100mL.

Os sitios 1 e 2 apresentaram trés meses de contaminacédo e o sitio 3 somente
um, no entanto neste sitio ndo houve coleta no periodo em que houve contaminagao

nos outros locais.
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Tabela 9- Resultados das analises das amostras de ostras e de agua coletadas nos

meses de abril a outubro de 2002, nos trés locais de cultivo, em Florianopolis.

PCR Nested-PCR Coliformes fecais MPN/100ml
Sitio 1
Abril - + NP
Maio - + NP
Junho - + 23
Julho - + 350
Aaosto - + 13
Setembro - + 46
Outubro - + 5
Sitio 2
Abril - - NP
Maio - + NP
Junho - + 5
Julho - + 350
Adaosto - + 23
Setembro - + 33
Outubro - + <2
Sitio 3
Abril - + NP
Maio - - NP
Junho - + 8
Julho NP NP NP
Anosto - + <?
Setembro - + 33
Outiibra - + 5

NP- amostras ndo processadas
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<“— 143ph

Figura 15- Resultados obtidos através da reacdo de nested-PCR para as amostras
ambientais nos trés sitios (1, 2 e 3). A: M- marcador; 1- sitio 1 (abril); 2- sitio 2 (abril); 3-
sitio 3 (abril); 4- sitio 1 (maio); 5- sitio 2 (maio); 6- sitio 3 (maio); 7- sitio 1 (junho); 8-
sitio 2 (junho); 9- sitio 3 (junho); B: M- marcador; 1- controle negativo; 2- sitio 1 (julho);
3- sitio 2 (julho); 4- sitio 1 (agosto); 5- sitio 2 (agosto); 6- sitio 3 (agosto); 7- sitio 1
(setembro); 8- sitio 2 (setembro); 9- sitio 3 (setembro); 10- sitio 1 (outubro); 11- sitio 2
(outubro); 12- sitio 3 (outubro).
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Com o crescente desenvolvimento da maricultura no Estado de Santa Catarina,
em 1998, surgiu a oportunidade do Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC,
juntamente com o governo canadense através do BMLP, desenvolver metodologias que
assegurassem a qualidade sanitaria destes moluscos através da deteccdo de
patégenos humanos em ostras.

Os resultados obtidos até o momento demonstraram que é possivel detectar
rotavirus, virus da hepatite A e poliovirus tanto em ostras inoculadas no laboratorio
(COELHO, 2003; SANTOS et al., 2001; 2002; VINATEA, 2002), como em ostras
contaminadas no ambiente onde as mesmas séao cultivadas (COELHO, 2003).

O crescente aumento da descarga de poluentes quimicos, organicos e dejetos
fecais em rios, cérregos e mares tem comprometido cada vez mais a qualidade das
aguas de consumo, recreacdo e cultivo de moluscos. Os atuais parametros que
refletem a qualidade dessas aguas sdo baseados no monitoramento de coliformes
totais e fecais nas aguas de cultivo e de consumo humano (PINA et al., 1998). Contudo
tais parametros ndo asseguram a qualidade destas aguas, uma vez que a presenca de
virus humanos e outros patdégenos epidemiologicamente importantes nao € considerada
(HERNROTH et al., 2002; BEURET et al., 2003).

O presente trabalho visou estabelecer uma metodologia sensivel e eficiente
para deteccdo dos virus NLV e adenovirus naturalmente presentes em ostras de
cultivo.

A escolha destes agentes virais foi baseada, no risco que estes apresentam a

salde publica quando presentes no meio ambiente.
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Os virus NLV estdo distribuidos mundialmente e possuem uma importante
relacdo com surtos de gastroenterite associados ao consumo de moluscos (GREEN &
LEWIS, 1999; LEES, 2000; LE GUYADER, 2000; BEURET, 2003).

Com relacdo aos adenovirus, muitos pesquisadores tém sugerido a sua
utilizacdo como um indicador biolégico da presenca de contaminac¢do viral humana no
meio ambiente, principalmente pela sua ampla distribuicdo, quantidade de sorotipos
circulantes aliado a grande estabilidade e resisténcia a condicfes adversas e também
pelo fato destes virus serem normalmente detectados também quando ha a presenca
de outros enterovirus (PINA et al., 1998; CHO et al., 2000; LEES, 2000; MUNIAIN-
MUJIKA et al., 2000; HERNROTH et al., 2002; GIRONES, 2002).

Optou-se por utilizar o genogrupo 2 (G2) dos NLVs, como controle positivo
neste trabalho, uma vez que as amostras obtidas no Instituto Adolpho Lutz-SP, eram
positivas para este genogrupo. Dados recentes indicam que o genogrupo G2 tem tido a
maior prevaléncia no mundo, sendo reconhecido como a principal causa de surtos
epidémicos de gastroenterites ocorrendo em todas as idades, incluindo criangas (mais
velhas) e adultos (LEES, 2000; SCHWAB, 2000).

O adenovirus tipo 5 (Ad5) foi selecionado como virus padrdo para este
trabalho, com base na sua facilidade de multiplicar-se numa linhagem celular
estabelecida, células HEp-2, o que facilitou sua obtengdo. A suspensdo de adenovirus
padrdo foi obtida mediante inoculacdo nessas células, que apresentam alteracfes
morfologicas apos a inoculacgéo viral, evidenciando a sua alta susceptibilidade, uma vez
gue arredondamento celular, aumento do volume citoplasmatico e o agrupamento das

células em cachos séo caracteristicos da infeccao por adenovirus (FIELDS et al., 1996).
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Tendo por base o aparecimento de efeito citopatico (ECP), foi determinado o
titulo da suspenséo viral de adenovirus pelos métodos de diluicbes limite (Reed-
Muench) e contagem de placas de lise. Os valores obtidos por ambas as metodologias
foram semelhantes com a diferenca de 1 log (5x10° TCIDs e 1,6x10° PFU/mI). Optou-
se por utilizar os valores obtidos em PFU, uma vez que a precisdo da técnica de Reed-
Muench por ser de interpretacdo subjetiva é inferior & de métodos que permitem
contabilizar o numero de unidades formadoras de focos de infeccdo ou placas de lise
(BURLENSON et al., 1992).

O desenvolvimento de protocolos eficientes para extracdo de virus entéricos a
partir de tecidos de moluscos e a posterior concentracdo dos mesmos em um volume
pequeno de amostra sdo etapas importantes na padronizacdo das metodologias de
deteccdo viral, sejam elas moleculares, como a reacdo de PCR, ou convencionais,
como a cultura de virus em células (LEES, 2000). Estes protocolos séo divididos em
duas categorias: extragcdo-concentragao e adsorcao-eluicdo-concentracdo (BOUCHRITI
& GOYAL 1993; LEES, 2000).

Nos métodos de extragcdo-concentracdo, normalmente, a extracdo viral é
realizada diretamente a partir dos tecidos do molusco com éter etilico, cloroférmio ou
Freon e os procedimentos de concentracao constam de precipitacdo acida, floculagcéo
polieletrolitica com Cat-Floc® (GERBA, 1987; BOUCHRITI & GOYAL 1993; LEES,
2000).

No presente trabalho, as ostras inoculadas com as suspensfes de adenovirus

padrdo Ad5 e com fezes positivas para Norwalk-like foram processadas pelo método de
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adsorcédo-eluicado-precipitacdo, visando extrair as particulas virais dos tecidos dos
moluscos e concentrar as amostras em volumes menores.

A eluicéo alcalina foi utilizada por Lees et al. (1994) e Lewis & Metcalf (1988).
Sobsey, Carrick, Jensen (1978) observaram que os virus podem ser separados dos
sélidos presentes nos extratos tissulares dos moluscos quando concentracdes de sais e
0 pH séo controlados. Diferentes eluentes contendo glicina, extrato de carne ou outros
componentes tém sido comparados com a finalidade de determinar quais oferecem o
melhor indice de recuperacéo viral (LEWIS & METCALF, 1998, LEES, 2000).

A utilizagcédo do meio triptose-fosfato (TPB), em presenca do tampéo glicina, pH
9, para eluicao viral, foi adotado por ser um eluente capaz de propiciar um bom indice
de recuperagdo de particulas virais, como observado por Lewis & Metcalf (1998),
Barardi et al. (1999), Shieh et al. (1999), Santos et al. (2001; 2002), Vinatea (2002);
Coelho et al. (2003).

Apoés a eluicdo, a precipitacdo acida pode ser realizada, na qual os virus
precipitam junto com a matéria organica presente nos extratos (METCALF et al., 1980),
utilizando polietilenoglicol (PEG), floculagdo organica ou ultracentrifugacdo
(BOUCHRITI & GOYAL 1993).

No presente trabalho, a precipitacdo das particulas virais foi realizada
utilizando-se PEG, que é um polimero sintético, quimicamente inerte, ndo-toxico,
soluvel em agua e amplamente utilizado na precipitacdo de proteinas (LEWIS &
METCALF, 1998).

O desenvolvimento da técnica de PCR, que permite a deteccao de sequéncias
génicas de microrganismos pela sua amplificagcdo, aprimorou a possibilidade de

avaliagdo da presenca de virus entéricos no meio ambiente. Entretanto, um dos
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principais problemas enfrentados por esta técnica € a freqiiéncia com que as amostras
ambientais apresentam substancias inibidoras, capazes de interferir no sistema
enziméatico utilizado na reacao, inibindo o processo de amplificacdo (ARNAL, 1999;
LEES, 2000).

Visando remover os inibidores das reacfes de PCR a partir dos concentrados,
inUmeras técnicas de complexidade varidvel estdo disponiveis para a extracdo dos
acidos nucléicos, desde a simples fervura da amostra, até métodos mais elaborados
envolvendo lise celular em tampé&o salino na presenca de detergentes e enzimas
proteoliticas, seguidas por extracdo organica, todas elas com o intuito de eliminar
inibidores das amostras (ARNAL et al., 1999).

Outras tentativas com este mesmo objetivo foram realizadas nos trabalhos
desenvolvidos por Atmar et al. (1995), Schwab et al. (1998), que trabalharam na
determinacdo da concentracdo de inibidores, encontrados em diferentes partes
dissecadas de ostras inoculadas experimentalmente ou contaminadas no ambiente com
virus entéricos. SCHWAB et al. (1998) encontraram maior concentracao de inibidores
no muasculo adutor, seguido do trato gastrointestinal e hemolinfa. Segundo Le Guyader
et al. (2000), Schwab et al. (2001), resultados melhores e mais representativos foram
obtidos mediante analise do tecido digestivo ou hepatopancreas, quando comparada a
analise dos moluscos com um todo, sem dissecacgdao.

No presente trabalho, duas metodologias para extracdo de acidos nucléicos
foram utilizadas dependendo do tipo viral que foi trabalhado: a metodologia classica,
utilizando fenol-cloroformio na extracdo do DNA viral a partir das suspensdes de
adenovirus padrdo e dos extratos de ostras experimentalmente inoculadas, e a

metodologia utilizando o reagente TRIZOLO, uma mistura comercial de fenol e
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isotiocianato de guanidina na extracdo do RNA de NLVs a partir das suspensdes de
fezes e dos extratos de ostras experimentalmente inoculadas.

As amostras de extratos de ostras experimentalmente inoculadas com AdVs ou
NLVs, sofreram um tratamento prévio antes da extragdo orgéanica, visando diminuir a
concentracao de inibidores. Foi realizada a digestdo com a enzima proteinase K, a fim
de degradar as proteinas da amostra, e a purificacdo com cetiltrimetilamonio (CTAB),
gue é um detergente catiénico utilizado na precipitacdo seletiva dos acidos nucléicos e
eliminacdo de polissacarideos das amostras (STRAUB et al., 1994; ARNAL et al., 1999;
SHIEH et al., 1999; LEES, 2000).

O RNA viral obtido a partir das suspensbes de fezes foi quantificado
espectrofotometricamente através da leitura da densidade 6tica (D.O.) nos
comprimentos de onda 260 e 280nm, simultaneamente. A concentracdo do RNA foi de
191ng/ml. A taxa de pureza da amostra foi medida através da razdo entre as
absorbancias a 260nm e 280nm, onde sdo medidas as impurezas protéicas. A razao
encontrada foi de 1,7 indicando um grau de pureza consideravel do material genético

obtido (SAMBROOK et al., 2001).

1- ENSAIO DE RT-PCR PARA DETECCAO DE NLVs EM SUSPENSOES DE FEZES

E OSTRAS EXPERIMENTALMENTE INOCULADAS

O ensaio de RT-PCR para o virus NLV visou a amplificacdo da regido da RNA
polimerase das diferentes cepas destes virus a partir das suspensdes de fezes e de

extratos de ostras experimentalmente inoculadas, utilizando os iniciadores definidos por
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Ando et al. (1995). Foram avaliados dois protocolos de transcricdo reversa utilizando
RNA de NLVs e diferentes concentracdes de MgCl, (Item 9.1). E importante ressaltar a
influéncia da concentracdo dos ions Mg*? em diversas etapas da reacdo de PCR, tais
como anelamento dos iniciadores, especificidade do produto, temperatura de
dissociacéo das fitas, formagéo de dimeros de iniciadores e atividade e fidelidade das
enzimas que requerem cations divalentes. Altas concentracfes desse ion podem
promover amplificacdes inespecificas, resultando numa baixa especificidade de reacéao,
enquanto que pequenas concentracbes podem resultar em pouca eficiéncia de
amplificacdo (SAMBROOK et al., 2001).

Na figura 9, observou-se que o protocolo 1, com concentracdo de 3mM de
MgCl,, apresentou maior eficiéncia na amplificacdo génica. Este resultado foi contrério
ao obtido por ANDO et al. (1995), que encontraram que a concentracdo de 4,5mM
deste reagente seria a ideal na reacao de transcricado reversa.

Uma vez definida a concentracéo ideal de MgCl, na reacdo de transcricdo
reversa, foi determinada a concentracéo salina ideal da reacéo de PCR utilizando o kit
com diferentes valores de pH, concentracdes finais de MgCl, e de KCI.

Foi constatado que houve amplificacdo do NLV com bandas intensas apdés
coloracdo com brometo de etideo, somente quando se utilizou 3 dos 12 tamp&es do kit
(Figura 10, linhas 4, 8, 12). Apés a definicdo das concentracfes ideais na transcrigao
reversa e na PCR, estes protocolos foram testados para RNAs de NLVs extraidos de
extratos de ostras experimentalmente inoculadas. Porém, observou-se que ndo houve
amplificacdo génica, possivelmente, devido a interferéncia de inibidores presentes nos
tecidos dos moluscos e a susceptibilidade da fita Unica de RNA destes virus de

degradar facilmente em presenca dos tecidos dos moluscos.
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Os virus NLV séo considerados como o agente infeccioso de maior importancia
epidemiologica na contaminacdo dos moluscos, ja que causam gastroenterites severas
e a populacdo ndo possui imunidade aos mesmos. Entretanto, os adenovirus que
também sdo encontrados como contaminantes dos moluscos, podem néo ser altamente
infecciosos (no caso dos adenovirus respiratérios), porém sao considerados como um
importante indicador de contaminagcédo fecal (PINA et al., 1998; HERNROTH et al.,
2002; GIRONES, 2002).

Devido a falta de controles positivos (fezes positivas para NLVS) para
realizagcao de testes futuros com tecidos dissecados, decidiu-se interromper os estudos
com os virus Norwalk-like, sendo que os trabalhos de padronizacdo prosseguiram com
os adenovirus, que foi selecionado neste trabalho principalmente pela facilidade na

deteccéo, distribuicdo e estabilidade no meio ambiente.

2- ENSAIOS DE PCR E NESTED-PCR UTILIZANDO SUSPENSOES DE Ad5

PADRAO E OSTRAS EXPERIMENTALMENTE INOCULADAS

A padronizacdo da reacdo de PCR foi realizada ap0s a obtencdo de
suspensdes celulares estoque de adenovirus padrao. A seqiéncia génica selecionada
para a amplificacdo foi a do gene hexon, por codificar a proteina hexon, comum a todos
os adenovirus (Figura 6). Os fragmentos de 300pb na reacédo de PCR e de 143pb na
reacdo de nested-PCR (Figura 12), estdo de acordo com o esperado para a
amplificacdo da sequéncia entre os nucleotideos 18858 e 19158 (PCR) e 18937 e

19079 (nested-PCR) do referido gene (ALLARD et al., 1992).
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No Item 5.1 em métodos, foi definida a concentracédo ideal de DNA amplificado
a partir das suspensfes de Ad5 padrdo e dos extratos de ostras experimentalmente
inoculadas, na reagdo de nested-PCR, a fim de diminuir a quantidade de bandas
inespecificas. Apds a reacdo de nested-PCR, verificou-se que, utilizando 1m de DNA
amplificado a partir de extratos de ostras experimentalmente inoculadas, houve uma
diminuicdo nas bandas inespecificas (Figura 11, linhas 5, 6, 7). Com relacdo as
suspensdes de Ad5 padrdo, ndo se observou diferenca entre as concentragcdes de DNA
viral (Figura 11, linhas 2, 3, 4). Estes resultados estdo de acordo com Allard et al.
(1992), que também testou diversas concentragdes de DNA na reagéo de nested-PCR.

A aplicacdo da reacdo e PCR na éarea ambiental depende de diversos
parametros, tais como a concentracédo dos reagentes e as temperaturas envolvidas no
processo, 0s quais podem comprometer a sua especificidade e sensibilidade
(DIEFFENBACH et al., 1995). Tais parametros foram padronizados e descritos
anteriormente por Allard et al. (1992), Pina et al. (1998), e foram avaliados neste
trabalho.

No presente estudo, a deteccdo de adenovirus foi baseada em diferentes
métodos, tendo sido as reagbes de PCR e nested-PCR diretamente das suspensdes de
Ad5 padrao e extratos de ostras experimentalmente inoculadas e de cultivo, e a reacao
de PCR com amostras previamente cultivadas em células (ICC-PCR).

Com o objetivo de avaliar a sensibilidade dos ensaios de PCR e nested-PCR,
para a deteccao de adenovirus, amostras de suspensdes de Ad5 padrdo e de extratos
de ostras experimentalmente inoculadas, foram diluidas seriadamente (ltens 11.1 e

11.2, respectivamente), e apos a extracdo do DNA viral, realizou-se as rea¢cdes de PCR
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e nested-PCR. Com relacdo a suspensao de Ad5 padréo, o limite minimo de deteccao
foi de 16 PFU/ml na reacéo de PCR e de 1,6x10™* PFU/ml na reacdo de nested-PCR
(Figura 12).

A Figura 13 mostra os resultados dos limites de sensibilidade para deteccgao
viral nos extratos de ostras experimentalmente inoculadas, onde a sensibilidade de
amplificacéo por PCR foi de 1,2x10% PFU/g de ostra e por nested-PCR foi de 1,2 PFU/g
de ostra. Desta forma, ao compar os resultados obtidos utilizando as rea¢des de PCR e
nested-PCR, constatou-se que a diferenca na deteccao foi de 5 log para a suspensao
de Ad5 padréo e de 2 log para extratos de ostras experimentalmente inoculadas. Os
autores Allard et al. (1990), Puig et al. (1994) demonstraram a necessidade de
utilizagdo a reagao de nested-PCR a fim de aumentar o limite de sensibilidade na
deteccéo de adenovirus presentes em amostras clinicas e ambientais. Pina et al. (1998)
verificaram o limite de sensibilidade utilizando 2 passos de amplificacdo para detectar
adenovirus em amostras ambientais, obtendo valores de 1 a 10 particulas virais apos a

reacao de nested-PCR.

3- ENSAIO DE PCR ASSOCIADO A CULTURA CELULAR (ICC-PCR) PARA
DETECCAO DE ADENOVIRUS EM OSTRAS EXPERIMENTALMENTE

INOCULADAS.

Nos ultimos anos, tem se sugerido novas tentativas para contornar 0s
problemas associados a deteccdo da contaminacdo viral no meio ambiente. Reynolds
et al. (1996; 2001), Grabow et al. (1999) propuseram a associacdo da classica

metodologia de cultura celular com a técnica de PCR para solucionar um dos problemas
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desta técnica, que é facilmente inibida por substancias comumente presentes em
amostras ambientais.

As desvantagens da deteccdo da contaminagdo viral no meio ambiente,
utilizando a técnica de infecgdo de células em cultura, sdo a baixa especificidade, o
longo periodo de tempo empregado para a detec¢ao viral, e o fato de ndo poder realiza-
la com virus de dificil adaptacdo em cultura, presentes em contamina¢cées ambientais
como o HAV e o virus Norwalk (REYNOLDS et al., 1996, 2001). A grande maioria dos
adenovirus é adaptado a cultura celular, razdo pela qual foi possivel a utilizagdo desta
técnica no desenvolvimento deste trabalho utilizando Ad5 padréao.

Para realizacdo deste ensaio, determinou-se previamente qual a diluicdo néo
citotéxica do extrato de ostras através do ensaio de citotoxicidade (Item 12). Observou-
se que a partir da diluicdo 102 do extrato de ostras ndo ocorreu citotoxicidade nas
células HEp-2 (Tabela 6).

No ensaio de ICC-PCR para as suspensdes de Ad5 padréo, no tempo de 24h,
foi possivel detectar a presenca de adenovirus até a concentracédo de 1,6x10° PFU/ml.
A medida que o periodo de incubac&o foi aumentado, o limite de sensibilidade também
foi, havendo assim uma relacéo entre estes até o periodo de incubacéo de 48h. A partir
de 48h até 96h de incubacao, o limite de sensibilidade permaneceu inalterado e foi de
1,6 PFU/mI (Tabela 7).

O ensaio de ICC-PCR para os extratos de ostras demonstrou que o periodo de
24h de incubacéo néo foi suficiente para detectar os adenovirus presentes nos extratos,
provavelmente, pela baixa concentracdo destes. A partir de 48h de incubacdo houve
um aumento na sensibilidade passando de 1,2x10° PFU/ml em 48h para 1,2x10°

PFU/ml nos tempos de 72 e 96h (Tabela 9 e Figura 14). A associacdo das duas
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técnicas ndo demonstrou maior eficiéncia, ja que o limite de sensibilidade atingido foi
igual ao da reacao de PCR. Possivelmente, a sensibilidade de deteccdo seria maior se
houvesse incubacdo por um periodo de tempo maior na cultura de células ou a
realizacéo da reacdo de nested-PCR a fim de aumentar o limite de sensibilidade na
deteccdo de adenovirus. Porém estes passos adicionais na deteccdo destes virus
tornariam sua utilizagdo inviavel na rotina de um laboratério devido ao tempo

demandado e principalmente ao alto custo das reacdes.

4- ENSAIOS DE PCR E NESTED-PCR PARA DETECCAO DE ADENOVIRUS

PRESENTES EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Em relacdo as amostras ambientais coletadas de abril a outubro de 2002, as
mesmas foram analisadas para verificar a presenca de adenovirus através das técnicas
de PCR e nested-PCR.

A Tabela 9 e Figura 15 demonstram os resultados obtidos ap6s andlise das
amostras ambientais por PCR e nested-PCR, onde se observou que somente com uma
etapa de amplificacdo, ndo foi possivel detectar a presenca de adenovirus nas ostras
coletadas nos trés diferentes sitios de cultivo, provavelmente devido a baixa
concentragdo destes virus nos tecidos das ostras. Em contrapartida, quando foi
realizada mais uma etapa de amplificacdo por nested-PCR, o indice de positividade
chegou a 90%, ou seja, 18 amostras positivas das 20 analisadas (Figura 15). As
amostras negativas foram as dos meses de abril e maio, nos sitios 2 e 3,
respectivamente (Figura 15 A). Este resultado confirma o obtido experimentalmente na

verificagdo do limite de sensibilidade utilizando a nested-PCR. Este alto indice de
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positividade também confirmou que € desnecessario aplicar o ICC/PCR para detec¢éo
de adenovirus no campo, bastando o nested-PCR para aumentar a sensibilidade da
reacao.

Pina et al. (1998), verificaram a presenca de adenovirus, virus da hepatite A e
enterovirus em 3 pontos de cultivo na Espanha. Adenovirus foram detectados apés a
reacdo de nested-PCR em 14 das 15 amostras analisadas, 6 das 15 amostras foram
positivas para enterovirus por PCR e nenhuma foi positiva para o virus da Hepatite A,
comprovando a grande incidéncia dos adenovirus no meio ambiente. Estes autores
sugerem a utilizacdo dos adenovirus como um indicador bioldgico de contaminacao
viral humana no meio ambiente devido a sua alta incidéncia no meio ambiente e
resisténcia a inativagdo por luz UV e aos tratamentos convencionais de esgoto.

Hernroth et al. (2002) relataram a presenca de adenovirus em amostras de
moluscos e identificaram como sendo principalmente os tipos respiratérios, que
normalmente circulam na sociedade e podem ser excretados pelas fezes por um longo
periodo de tempo.

Durante a coleta das amostras de ostras, também foram coletadas amostras de
agua (meses de junho a outubro) nos mesmos sitios de cultivos a fim de analisar a
qgualidade bacteriolégica da agua, verificando os indices de contaminacdo por
coliformes totais e fecais. A Tabela 10 mostra os resultados obtidos nos trés sitios de
cultivo.

Segundo a resolugcdo CONAMA n°20 de 18/06/1986, art. 8° item f, “... 0 uso da
agua do mar para o cultivo natural e/ou intensivo de espécies destinadas a alimentacéo
humana e que serdo ingeridas cruas, nao devera exceder uma concentracdo média de

14 coliformes fecais por 100ml de agua. Nao mais de 10% das amostras poderao
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exceder 43 coliformes fecais por 100ml de agua em 80% das amostras mensais
colhidas em qualquer més”. Os resultados obtidos demonstram que, em pelo menos
guatro meses (80%) as amostras apresentaram uma média de 14 NMP/100ml, com
nenhuma amostra (10% = 0,5) excedendo 43 NMP/100ml.

Os sitios 1 e 2 apresentaram trés meses de contaminacao (valores acima de
14NMP/ml) e o sitio 3 somente um més. E importante ressaltar que os meses em que a
contaminacdo foi maior, durante a coleta estava chovendo, o que pode estar
relacionado com estes dados, jA que em época de chuva o fluxo de &gua doce e
consequentemente de descarga de esgoto nos efluentes aumenta.

N&o foi possivel verificar uma correlagdo entre os indices de coliformes e a
presenca de virus no meio ambiente, uma vez que, mesmo quando 0s hiveis de
coliformes eram aceitaveis, foi verificada a presenca de adenovirus nos tecidos dos
moluscos. Como os coliformes séo facilmente inativados pelos procedimentos de
tratamento de agua ou efluentes estes dados vieram mais uma vez confirmar que um
namero aceitavel de bactérias ndo assegura a inexisténcia de outros patégenos
resistentes a inativagdo, tais como os virus entéricos (SATO et al., 1992; PINA et al.,
1998; LEES, 2000; HERNROTH et al., 2002).

A fim de assegurar a qualidade sanitaria dos moluscos de cultivo, o objetivo
principal deste trabalho foi padronizar uma metodologia sensivel e eficiente, capaz de
ser utilizada em analises de rotina no Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC.

A utilizacéo dos adenovirus como um indicador de area “livre” de contaminagéo
viral pode ser uma garantia de qualidade sanitaria em pontos de cultivo de moluscos

(HERNROTH et al., 2002).
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Este trabalho demonstrou também a necessidade de estudos mais
aprofundados na padronizacdo envolvendo a reacdo de PCR para NLVs presentes em

ostras, principalmente devido a importancia epidemioldgica destes virus.
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Através dos resultados obtidos no presente estudo foi possivel concluir que:

A reacao de PCR padronizada no presente estudo foi eficiente para a deteccao

de adenovirus presentes em moluscos.

A reacdo de nested-PCR demonstrou maior sensibilidade na deteccdo de
adenovirus em ostras experimentalmente inoculadas e de cultivo. E
recomendavel a utilizacdo de uma segunda reacdo de amplificacdo para a
deteccdo destes virus em amostras de ostras, uma vez que as particulas virais,

geralmente, estdo em baixa concentragao nestes moluscos.

Foi encontrada a presenca de adenovirus através da reacdo de nested-PCR em
90% das amostras de ostras coletadas em trés sitios de cultivo em Floriandpolis

- SC.

A analise bacteriologica da agua nos sitios de cultivo indicou a contaminacao por
coliformes fecais nos trés sitios em niveis ndo aceitaveis pela legislagédo vigente,

principalmente durante o periodo de chuvas.

O ensaio de ICC-PCR, ndo demonstrou vantagens em relacdo a reacdo de
nested-PCR para a deteccdo de adenovirus em extratos de ostras

experimentalmente inoculadas.
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o Na&o foi possivel detectar os NLVs em ostras experimentalmente inoculadas
através da técnica de PCR proposta neste trabalho, necessitando estudos mais

aprofundados para sua padronizacgao.
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O presente trabalho permitiu padronizar as metodologias de PCR e nested-
PCR para utilizacdo de adenovirus como um indicador de contaminacao viral no meio
ambiente, visando o monitoramento da sanidade dos moluscos de cultivo.

Este trabalho sugere, como perspectivas, a identificacdo dos subgéneros de
adenovirus detectados neste estudo através da utilizacdo da reacdo de PCR e da
analise por enzimas de restricdo (RFLP), bem como o teste de diferentes protocolos
para a deteccdo de NLVs presentes em ostras; assim, seria possivel utiliza-lo

juntamente com o adenovirus no monitoramento das amostras ambientais.
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